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1. ZUSAMMENFASSUNG
1 Zusammenfassung
Die evolutive Biotechnologie wendet natu¨rliche Prinzipien der Evolution zur Vera¨nde-
rung der Eigenschaften von Biomoleku¨len an. Fu¨r die Beobachtung biochemischer Reak-
tionen bietet die Zweifarben-Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie (Zwei-
farben-FCS) als Einzelmoleku¨l-sensitive Detektionsmethode ein großes Potenzial. Gegen-
stand der vorliegenden Arbeit ist die Applikation dieser beiden Methoden zur gerichteten
Vera¨nderung der Substratspezifita¨t der FLP DNA-Rekombinase einerseits, und zur Auf-
findung und Charakterisierung von Inhibitoren der Topoisomerase II andererseits.
Als biochemisches Modellsystem zur DNA-Rekombination wurde die FLP-Rekombinase
verwendet, welche eine spezifische DNA-Sequenz erkennt. Fu¨r dieses Enzym wurde zu-
na¨chst ein auf Zweifarben-FCS basierendes Rekombinations-Assay entwickelt, das es
erlaubt, verschiedene Rekombinationsbedingungen zu untersuchen und FLP-Varianten
in ihrer Aktivita¨t untereinander zu vergleichen. FLP katalysierte Rekombination konn-
te mit dem neuen System erfolgreich durch Zweifarben-FCS nachgewiesen werden. Mit
Verfu¨gbarkeit dieses Assays kann die Zweifarben-FCS fu¨r eine Selektion durch Screening
bei der evolutiven Vera¨nderung der FLP-Rekombinase eingesetzt werden.
Alternativ zur Selektion durch Screening wurde ein eigensta¨ndiger evolutiver Prozess fu¨r
die Vera¨nderung der FLP-Substratspezifita¨t entwickelt, dessen Selektion auf Genotyp-
Pha¨notyp-Kopplung und Amplifikation durch PCR basiert. Die Funktionsfa¨higkeit dieses
neuen Systems konnte u¨ber die eindeutige Unterscheidung der wtFLP von inaktiven FLP-
Varianten gezeigt werden. Durch den Einsatz von Wasser-in-O¨l-Emulsionen zur Kompar-
timentierung und zellfreier Translation zur Expression laufen alle Schritte dieses Systems
in vitro ab. Sowohl fu¨r das Zweifarben-FCS Assay als auch fu¨r den evolutiven Prozess
gilt, dass wegen des modularen Aufbaus die U¨bertragbarkeit auf andere Rekombinasen
mo¨glich ist.
Als weiteres biochemisches System wurden die Hemmung der DNA-Topoisomerase II
untersucht. Zur Charakterisierung von Inhibitoren dieses Enzyms wurde ein geeignetes
Konzept fu¨r die Zweifarben-FCS entworfen und experimentell umgesetzt. Inhibitoren der
Topoisomerase II stellen wichtige Substanzen in der Tumorbehandlung dar, wobei es auf
eine Unterscheidung von verschiedenen Substanzklassen ankommt. Das entwickelte Assay
konnte mit bekannten Inhibitoren verschiedener Klassen erfolgreich u¨berpru¨ft werden. Mit
der Etablierung dieses Systems ero¨ffnet sich die Mo¨glichkeit, Zweifarben-FCS zur schnel-
len Auffindung und Klassifizierung neuer Topoisomerase II Inhibitoren einzusetzen. Auch
hier ist eine U¨bertragbarkeit auf andere Topoisomerasen ohne weiteres mo¨glich.
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abstract
Evolutionary biotechnology applies the natural principles of evolution to change the
properties of biomolecules.Dual-color fluorescence-cross-correlation-spectroscopy
(DC-FCS) is a single-molecule-sensitive method to detect fluorescently labeled biomolecu-
les and their reactions. The aim of the present work was the combination of both methods
to (1) change substrate-specificity of FLP-recombinase, and (2) identify and classify new
inhibitors of topoisomerase II.
For experiments of the first project, the site-specific FLP-recombinase served as a bio-
chemical model system for DNA recombination. A DC-FCS based assay was developed
to compare different FLP variants in activity and specificity. The new system succeeded
in measuring FLP catalyzed recombination in vitro using DC-FCS. The availability of
this assay is a prerequisite for applying DC-FCS as a screening method in selection of
evolved FLP-variants.
The alternative system invented to change the substrate-specificity of FLP is not de-
pendent on selection by screening. This evolutionary cycle-process is based on selection
by genotype-phenotype-coupling and subsequent amplification of positive variants with
PCR. The whole system was shown to be functional when distinguishing active from in-
active FLP-mutants. Components of the system include compartmentalization by water-
in-oil-emulsions and cell-free translation allowing the change of FLP-substrate-specificity
in vitro. Due to the modular design, both the DC-FCS assay and the cycle-process can
easily be modified to be used for other recombinases than FLP.
The second project consisted in applying DC-FCS for the detection topoisomerase II
inhibitors. For this goal, an appropriate assay was developed. Inhibitors of topoisomera-
se II are valuable candidates in anti-cancer therapy. According to their pharmacological
effects, the compounds can be divided in two distinct classes. The assay presented in
this work could unequivocally distinguish between the two types, thus giving essenti-
al information about potential drug candidates. The principle of the assay can easily
be transferred to investigate many other topoisomerases. In summary, the new system
provides an important step towards using DC-FCS in high-throughput drug screening
applications.
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2 Einleitung
2.1 Die Suche nach neuen biomolekularen Funktionen
In den letzten Jahrzehnten hat eine rasante Entwicklung in der Entschlu¨sselung von Nu-
kleinsa¨ure- und Proteinsequenzen sowie Aufkla¨rung von biologischen Strukturen einge-
setzt. Dadurch steht heute ein enormer Datenbestand zur Verfu¨gung, der Aufschluss u¨ber
viele biochemische Details von natu¨rlichen Prozessen gibt. Diese Daten dienen oftmals der
Beschreibung biomolekularer Funktionen und Lo¨sungen, die die Natur zur Bewa¨ltigung
spezieller, z.B. katalytischer Probleme hervorgebracht hat. Neben einer reinen Beschrei-
bung bestand aber schon fru¨h der Wunsch, natu¨rliche Problemlo¨sungen fu¨r technische
oder medizinische Zwecke nutzbar zu machen. Im technischen Bereich wird diese Dis-
ziplin oft auch als Bionik bezeichnet und zielt darauf ab, Lo¨sungen zu konstruieren,
die natu¨rlichen Beispielen analog sind [123]. Auch auf molekularer Ebene ist eine solche
U¨bertragung aus der Natur auf spezielle pharmazeutische oder technische Fragestellun-
gen sinnvoll.
Stehen fu¨r eine gegebene biomolekulare Anwendung geeignete natu¨rliche Biomoleku¨le
nicht zur Verfu¨gung, so kann eine Anpassung a¨hnlicher Moleku¨le durch schrittweise
Vera¨nderung vorgenommen werden, um so Funktionen nach Bedarf zu generieren. Dieses
Prinzip der Adaption entspricht genau dem Hauptcharakteristikum aller lebender Syste-
me: Evolution.
Pra¨gend fu¨r die Bedeutung der Evolution ist das beru¨hmte Zitat:
”
Nothing in biology
makes sense except in the light of evolution – Nichts in der Biologie macht Sinn, au-
ßer man betrachtet es im Licht der Evolution“ [26]. Die Grundprinzipien der Evolution:
Variation, Selektion und Amplifikation wurden durch verschiedene Wissenschaftler auf
ku¨nstliche Systeme u¨bertragen [75]. So werden in der Literatur eine Reihe von Evoluti-
onsexperimenten beschrieben, die zeigen, dass im Labor eine gerichtete Adaption von Mo-
leku¨leigenschaften an vorgegebene Anforderungen mo¨glich ist. Diese als evolutive Bio-
technologie bezeichnete Disziplin ermo¨glicht die gezielte Erzeugung von Biomoleku¨len
mit definierten, gewu¨nschten Eigenschaften. Evolutionsexperimente zur Vera¨nderung ei-
ner DNA-Rekombinase bildeten einen Schwerpunkt dieser Arbeit.
Fu¨r die Selektion durch Screening innerhalb von Evolutionsexperimenten ist die Leistung
der eingesetzten Analysemethode von entscheidender Bedeutung. Auch fu¨r das Durch-
mustern von Substanz-Bibliotheken auf mo¨gliche Kandidaten fu¨r pharmazeutische Anwe-
dungen hin (drug-screening) werden neue universell einsetzbare Detektionstechnologien
beno¨tigt. Die bisher entwickelten biochemischen Methoden genu¨gen dabei nicht immer
den Anspru¨chen an hohem Probendurchsatz oder Sensitivita¨t. Zur Steigerung der Effi-
zienz sowie der Geschwindigkeit bei der Suche nach neuen biomolekularen Funktionen
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werden daher versta¨rkt auch moderne biophysikalische Messtechniken mit einbezogen.
Als eine wichtige solche Methode gilt die Zweifarben Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-
Spektroskopie (fluorescence-crosscorrelation-spectroscopy, FCS), welche vor wenigen
Jahren erstmals experimentell realisiert wurde [95, 99]. Durch das Prinzip der Messung,
die Assoziation oder Dissoziation zweier unterschiedlicher Fluoreszenzmarker zu analy-
sieren, ergibt sich ein sehr großes Anwendungspotenzial in der Detektion von biochemi-
schen Reaktionen [46]. Die Zweifarben-FCS beno¨tigt kurze Messzeiten und besitzt Ein-
zelmoleku¨l-Sensitivita¨t, was diese Technik geradezu ideal fu¨r die Applikation in der
evolutiven Biotechnologie und im drug-screening-Bereich macht. Die dazu erforderliche
Assay-Entwicklung war ein weiterer Schwerpunkt der hier durchgefu¨hrten Experimente.
2.2 Zielsetzung
Die Zielsetzung dieser Arbeit beinhaltet zwei Aspekte:
• Die spezifische Rekombination von DNA ist ein wichtiges molekularbiologisches
Werkzeug fu¨r die Manipulation gro¨ßerer Genabschnitte. Ziel der Arbeiten hier war
es, evolutive Systeme zu entwickeln, die die Vera¨nderung der Substratspezifita¨t von
FLP-Rekombinase ermo¨glichen. Eine Teilabsicht dieses Vorhabens war der Aufbau
entsprechender Assays zur Messung von DNA-Rekombination mittels Zweifarben-
FCS, um diese Technik als Screening-Methode in der evolutiven Selektion einsetzen
zu ko¨nnen. Hauptziel war die Etablierung eines gesamten Prozesses zur gerichteten
Evolution von FLP mit einer auf Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung basierenden Selek-
tion.
• Ein wichtiger Ansatzpunkt zur Behandlung von Tumoren stellt die Hemmung der
DNA-Topoisomerase II dar. Ziel der Arbeiten hier war die Entwicklung und U¨ber-
pru¨fung eines Topoisomerase II Inhibitions-Assays fu¨r die Zweifarben-FCS. Dahin-
ter stand die Absicht, diese Technik fu¨r die schnelle Identifizierung und Charakte-
risierung neuer Topoisomerase II Inhibitoren nutzen zu ko¨nnen.
Der Aufbau der Arbeit gliedert sich wie folgt:
Das Kapitel 3 fu¨hrt in die Ansa¨tze zur Generierung neuer Biomoleku¨le ein. Es wird
ein U¨berblick u¨ber Prinzipien der Evolution und die sich daraus ergebende evolutive Bio-
technologie gegeben. Auch wird in diesem Abschnitt auf die pharmazeutische Bedeutung
der Auffindung neuer Substanzen sowie entsprechende Selektionsstrategien eingegangen.
Das Kapitel 4 stellt die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie als biophysikalische
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Messmethode vor. Dort werden die theoretischen Grundlagen der Fluktuationsanaly-
se beschrieben und mathematische Auswertemodelle fu¨r Auto- und Kreuzkorrelations-
analysen vorgestellt. Zentraler Bestandteil dieses Kapitels ist weiterhin die Darstellung
des Messprinzips mit schematischem Versuchsaufbau und Beschreibung des verwendeten
ConfoCor2-Gera¨tes. Der Ablauf von Messungen und der generelle Auswertungsprozess
sind ebenfalls Teil des Abschnitts.
Das Kapitel 5 listet die verwendeten Materialien, Chemikalien, Mikroorganismen und
Gera¨te auf. Dieses Kapitel gibt außerdem Aufschluss u¨ber alle eingesetzten biochemischen
Arbeitsmethoden.
Im Kapitel 6 (Projekt A) werden die Ergebnisse und Experimente zur Vera¨nderung
der FLP-Rekombinase vorgestellt. Dieses Kapitel beschreibt die beiden Strategien, die
dabei verfolgt wurden:
• Thema des ersten Teils ist die Assay-Entwicklung zur Messung von DNA-Rekombi-
nation mittels Zweifarben-FCS und anderen Fluoreszenzmethoden. Die prinzipiellen
Mo¨glichkeiten sowie Messungen und Resultate werden in diesem Punkt detailliert
erla¨utert.
• Der zweite Teil zeigt das evolutive Gesamtsystem, welches zur Vera¨nderung von
FLP entwickelt wurde. Die Versuche und Ergebnisse zu den einzelnen Komponenten
wie zellfreie Expression, Kompartimentierung durch Wasser-in-O¨l Emulsionen und
Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung sind ebenso Gegenstand dieses Abschnitts, wie die
Erprobung des gesamten Systems.
Das Kapitel 7 (Projekt B) bescha¨ftigt sich mit der DNA-Topoisomerase-II und ih-
ren Inhibitoren. Das hier entwickelte Assay fu¨r die Zweifarben-FCS wird vorgestellt und
Experimente und Ergebnisse gezeigt, die mit verschiedenen Inhibitoren erzielt werden
konnten.
Im Kapitel 8 schließlich erfolgt die Zusammenfassung und Beurteilung der erhaltenen
Ergebnisse. In diesem Abschnitt wird auch ein kurzer Ausblick auf weiterfu¨hrende Arbei-
ten gegeben.
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3 Evolutive Biotechnologie
3.1 Von der biochemischen Forschung zur technischen Anwen-
dung
Die biochemischen und biotechnologischen Entwicklungen der letzten 30 Jahre haben er-
heblich zu einem besseren Versta¨ndnis der molekularen Zusammenha¨nge im biologischen,
medizinischen und pharmazeutischen Bereich beigetragen. Zuna¨chst konnten nur die in
der Natur in großen Mengen vorkommenden Biomoleku¨le isoliert, gereinigt und unter-
sucht werden. Die dafu¨r notwendigen Techniken wie z.B. Sa¨ulenchromatographie waren
schon fru¨h entwickelt. Der eigentliche Durchbruch in der Erforschung molekularer Funk-
tionen begann mit der Entwicklung der in vitro Rekombination von DNA [19, 50]. Die
dadurch entstandenen Methoden der Gentechnik erlauben es, eine Vielzahl von Proteinen
unabha¨ngig von ihrer natu¨rlichen Quelle zu gewinnen und zu charakterisieren. Zusa¨tzlich
ko¨nnen durch konsequente Anwendung und Weiterentwicklung von Methoden zur Struk-
turaufkla¨rung immer genauere Kenntnisse u¨ber die einzelnen Biomoleku¨le und die Me-
chanismen ihrer Wechselwirkungen untereinander gewonnen werden. Aufgrund der hohen
Komplexita¨t ist der Struktur- und Funktionssektor (Proteomik) der modernen Biologie
bis heute jedoch noch nicht zu einem zufrieden stellenden Grad erforscht. Im Gegensatz
dazu sind die Arbeiten auf dem Gebiet der Genomik so weit fortgeschritten, dass wir uns
– nach Durchsequenzierung der Genome etlicher Organismen (u.a. Mensch [114], Maus
[120], Drosophila [1], E.Coli [13]) – in der so genannten post-genomischen A¨ra befinden.
Die Aufkla¨rung von molekularen Mechanismen erfolgte schon immer nicht nur aus rei-
ner Neugier, sondern hatte durchaus praktischen, oft auch wirtschaftlichen Nutzen im
Sinn. Es wurde schon fru¨h versucht, die gewonnenen Erkenntnisse auszuwerten, um Fort-
schritte vor allem im medizinischen und pharmazeutischen Bereich zu machen. Es gibt
etliche Beispiele fu¨r pharmakologische, diagnostische oder technische Anwendung von in
der Natur entdeckten Biomoleku¨len. Besonders Peptide und Proteine, aber auch viele
andere komplexe natu¨rliche Substanzen, die durch chemische Synthesemethoden nicht
darstellbar sind, werden heute in großen Mengen hergestellt. Grundlage fu¨r diese quali-
tativ hochwertige Produktion von Biomoleku¨len ist die Biotechnologie, welche durch ihre
Fermentations- und Kulturtechniken im Prinzip die vorhandenen gentechnischen Metho-
den vom Labor- zum Produktionsmaßstab hochskalieren konnte.
3.2 Molekulare Funktionen nach Wunsch
Der schnelle Wissenszuwachs auf den biochemisch-biotechnologischen Gebieten fu¨hrt un-
mittelbar zu einer großen Nachfrage nach maßgeschneiderten Biomoleku¨len. Die Bezeich-
nung maßgeschneidert reflektiert dabei den Wunsch, in den Besitz neuer Moleku¨le mit
12
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ganz speziellen, genau definierten Eigenschaften zu gelangen. Dabei kann es einerseits
darum gehen, in der Natur vorhandene Moleku¨leigenschaften verbessern zu wollen, ande-
rerseits werden oft auch Substanzen beno¨tigt, die so in der Natur nicht gefunden werden
konnten. Die nachstehende Auflistung gibt eine U¨bersicht u¨ber die prinzipiellen Eigen-
schaften von Biomoleku¨len und deren Anwendungspotenziale:
• Bindende Moleku¨le ko¨nnen in drei Klassen eingeteilt werden:
– Zu den Moleku¨len, bei denen die spezifische, reine Bindung im Vordergrund
steht, geho¨ren vor allem Antiko¨rper, viele Peptide, Aptamere und andere klei-
nere Moleku¨le wie Biotin. Diese Eigenschaft ist z.B. in der Diagnostik wichtig,
aber auch in der Forschung kann sie zur Affinita¨tschromatographie, Detektion
sowie Markierung von anderen Biomoleku¨len eingesetzt werden.
– Eine weitere Klasse stellen Substanzen dar, die durch ihre spezifischeBindung
zur Regulation von Prozessen beitragen. Beispiele hierfu¨r sind Inhibitoren
und Aktivatoren, sowie Rezeptorliganden. Die Anwendungen sind hier ganz
eindeutig pharmazeutisch, da sich durch die gezielte Blockierung bzw. Steue-
rung von zellula¨ren Abla¨ufen enorme therapeutische Mo¨glichkeiten ergeben.
– Das große Gebiet der Katalyse schließlich beschreibt den chemischen Um-
satz des Substrates nach Bindung. Die Generierung neuer Biokatalysato-
ren ist besonders in der chemischen und biochemischen Forschung und Indus-
trie von Bedeutung, aber auch z.B. im Umweltbereich und im Haushalt.
• Daneben existieren auch Moleku¨le, die im Prinzip keine Interaktion mit Partnern
eingehen. Dazu za¨hlen z.B. autofluoreszierende Proteine, welche als Reportersystem
oder zur Fluoreszenzmarkierung verwendet werden ko¨nnen.
Fu¨r die drei verschiedenen Klassen bindender Moleku¨le steht die Vera¨nderung der Para-
meter Affinita¨t, Spezifita¨t und Aktivita¨t im Mittelpunkt des Interesses. Die Auffindung
von neuen Inhibitoren sowie die Vera¨nderung der Spezifita¨t katalytischer Umsetzungen
bilden jeweils Teilschwerpunkte dieser Arbeit.
Die Nachfrage nach neuen Katalysatoren, Wirkstoffen und anderen Biomoleku¨len u¨ber-
spannt neben den oben genannten etliche weitere Disziplinen der Wissenschaft und Tech-
nik. Daraus ergibt sich ein enormes wirtschaftliches Potenzial, wenn es gelingt, den indi-
viduellen Nachfragen zeitnah gerecht zu werden. So stellt die Entwicklung von Methoden
zum flexiblen Design neuer Biomoleku¨le einen aktuellen Forschungsschwerpunkt in der
Biotechnologie dar. Der U¨bergang von der Untersuchung und Nutzung von in der Na-
tur vorkommenden Moleku¨len hin zur gezielten Erzeugung technisch und pharmazeutisch
nutzbarer Moleku¨le kennzeichnet den Umbruch, in dem sich die moderne Biotechnologie
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Exakte Definition der Fragestellung und
der benötigten Moleküleigenschaften
Ist eine ähnliche Lösung
des Problems in der Natur
bekannt?
de novo Design des Biomoleküls Adaption des natürlichen Biomoleküls
an das spezielle Problem
nein ja
Abbildung 1: Der Weg zum Moleku¨l nach Maß
Der abgebildete Entscheidungsprozess ist gleichzeitig auch eine Wiedergabe der histo-
rischen Entwicklung der biochemischen Forschung: Bestimmte Moleku¨lfunktionen wur-
den schon fru¨h gewu¨nscht und konnten zwar exakt definiert, aber nicht realisiert wer-
den (oben). Der Wissensstand um die molekularen Zusammenha¨nge in der Natur hat
sich erst in ju¨ngster Zeit extrem verbessert (Mitte). Die Methodenentwicklung zum De-
sign/Adaption von Biomoleku¨len schließlich hat ihren Ho¨hepunkt noch vor sich (unten).
zur Zeit befindet [37].
Liegt eine spezielle Fragestellung vor, so muss diese exakt definiert und dann analy-
siert werden, ob eine a¨hnliche Lo¨sung des Problems in der Natur bereits realisiert wurde
(Abb. 1). Je nachdem, ob eine vo¨llige Neuentwicklung (de novo) der gewu¨nschten mole-
kularen Funktion notwendig ist, oder vorhandene Funktionen adaptiert werden ko¨nnen,
kommen dann verschiedene Ansa¨tze aus dem Bereich der Bioinformatik und Biotechno-
logie zur Anwendung, die im Folgenden eingehender beschrieben werden.
3.2.1 Einsatz von Computern
Durch die zunehmende Geschwindigkeit der biochemischen Forschung und Entdeckung
werden immer mehr molekulare Funktionen aufgekla¨rt. Trotz der enormen Datenfu¨lle
ermo¨glichen es die heute aufgebauten Datenbanken, die bereits erlangten Erkenntnisse
sehr effizient zu durchsuchen und auszuwerten. Dieses mit dem Begriff data mining be-
zeichnete Vorgehen wurde durch die Verfu¨gbarkeit von genomischen Sequenzdaten stark
vorangetrieben. Dabei wird versucht, z.B. anhand von Strukturmotiven Vorhersagen fu¨r
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bislang nicht experimentell belegte Funktionen zu treffen. So erscheint es mo¨glich, weitere
Funktionen in der Natur allein durch die Analyse von Daten zu entdecken.
Wa¨hrend die Verarbeitung der bisher gewonnenen Daten sehr gut funktioniert und zu
einen wertvollen Bestandteil der Forschung geworden ist, sieht es im Bereich des de novo
Moleku¨ldesigns ganz anders aus. Fu¨r kleinere Moleku¨le konnten bisher zwar erfolgreich
Berechnungen und Simulationen vorgenommen werden [77, 80], aber die extreme Komple-
xita¨t von Proteinen ist auch durch leistungsstarke Rechner technisch nicht beherrschbar.
Besonders die enorm vielen Freiheitsgrade bereiten massive Probleme in Bezug auf Re-
chenzeiten. Beru¨cksichtigt man noch dynamische Effekte von Proteindoma¨nen, so ist eine
computergestu¨tzte Vorhersage von Strukturen kaum noch verla¨sslich mo¨glich.
3.2.2 de novo Moleku¨ldesign
Die anspruchsvollste und schwierigste Methode, neue Funktionen zu generieren, besteht
im de novo Design von Proteinen. Dabei bezieht sich der Ausdruck de novo auf den
Ausgangspunkt der Strategie: ein vo¨llig randomisierter Genotyp ohne nennenswerte Se-
quenza¨hnlichkeit zu bekannten in der Natur vorkommenden Lo¨sungen wird als Grundlage
fu¨r die Entwicklung des Proteins verwendet. Dadurch werden die Freiheitsgrade maximal
gehalten, was zu einem hohen Potenzial fu¨hrt, zur gewu¨nschten Funktion zu kommen. Fu¨r
kleine Moleku¨le konnten mit dieser Strategie auch schon Erfolge erzielt werden, jedoch
sto¨ßt man bei gro¨ßeren Proteinen schnell an die durch die hohe Komplexita¨t vorgegebe-
nen Grenzen [20].
Eine interessante Mo¨glichkeit, bisher in der Natur nicht realisierte katalytische Akti-
vita¨ten de novo zu generieren bietet das Konzept der katalytischen Antiko¨rper [56, 61, 81,
108]. Dabei erfolgt die Immunisierung von Tieren mit einem U¨bergangszustand-Analogon
der gewu¨nschten Reaktion. Die gebildeten Antiko¨rper sind im Prinzip nur auf Bindung
dieses U¨bergangszustandes ausgerichtet, zeigen dann oft aber auch die gewu¨nschte ka-
talytische Aktivita¨t, wenngleich zuna¨chst in sehr geringen Effizienzen. Strukturbezoge-
nes de novo Design durch Kombination von Sekunda¨rstruktur-Elementen fu¨hrt ebenfalls
zuna¨chst u¨ber reine Bindung schließlich zu neuen katalytischen Aktivita¨ten [71]. Insge-
samt bieten de novo Entwicklung zwar die universellste Mo¨glichkeit, individuelle Proble-
me zu lo¨sen, haben experimentell jedoch immer die gravierende Schwierigkeit der extrem
hohen Komplexita¨t (vgl. auch Abschnitt 3.3.2).
3.2.3 Adaption natu¨rlicher Biomoleku¨le
Ist fu¨r eine spezielle Fragestellung eine sehr a¨hnlich Lo¨sung bereits in der Natur durch
ein Biomoleku¨l realisiert, so kann versucht werden, dieses Biomoleku¨l an das spezielle
Problem zu adaptieren. Eine ha¨ufig vorkommende technische Fragestellung ist z.B. die
enzymatische Katalyse bei ho¨heren Temperaturen oder in anderen Lo¨sungsmitteln als
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Wasser. Gibt es ein natu¨rliches Pendant passender Spezifita¨t, so muss die Thermosta-
bilita¨t oder die Toleranz gegenu¨ber organischen Lo¨sungsmitteln erho¨ht werden. Andere
Fragestellungen betreffen wiederum die Spezifita¨t von Enzymen wie z.B. Nukleasen, Re-
kombinasen oder Proteasen – hier besteht oft Bedarf, bekannte Spezifita¨ten zu vera¨ndern
oder zu erweitern.
Wie ko¨nnen solche Adaptionen jedoch realisiert werden?
Ein bislang ha¨ufig genutzter Ansatz ist das rationale Design. Dabei geht es um den Ver-
such, neue Enzym-Eigenschaften durch den Austausch einzelner Aminosa¨uren gezielt zu
erzeugen. Obwohl es etliche Beispiele fu¨r die erfolgreiche Umsetzung dieses Konzeptes
gibt, bestehen doch einige gravierende Nachteile. Ein Problem ist die schnell steigende
Komplexita¨t, wenn mehr als eine Mutation eingefu¨hrt werden muss, um zum Ziel zu ge-
langen – vor allem bei Kombinationen von mehreren Punktmutationen ergibt sich eine
große Anzahl von Mo¨glichkeiten. Die Arbeitsweise der rationalen Moleku¨lgestaltung ist
aufwa¨ndig und langsam, da die Mutanten erst erzeugt, exprimiert und gereinigt werden
mu¨ssen, bevor die erhoffte Eigenschaft experimentell u¨berpru¨ft werden kann. Ein weiterer
Nachteil besteht darin, dass relativ viele, insbesondere Strukturinformationen u¨ber das
Moleku¨l bekannt sein mu¨ssen, damit u¨berhaupt eine Aussicht auf Erfolg besteht.
Eine elegantere Mo¨glichkeit der schrittweisen Adaption von Biomoleku¨len an neue Funk-
tionen bietet die Anwendung von natu¨rlichen evolutiven Prinzipien und entsprechende
Umsetzung in der Biotechnologie.
3.3 Evolutive Biotechnologie
Der Begriff evolutive Biotechnologie bezeichnet die Anwendung der natu¨rlichen Evoluti-
onsprinzipien auf die Biotechnologie, mit dem Ziel des gerichteten Designs neuer Biomo-
leku¨le [29]. Schwerpunkte bilden dabei die Nukleinsa¨uren und Proteine mit ihren kataly-
tischen Eigenschaften. Zum Einsatz kommen verschiedene in vitro und in vivo Strategien
[58, 62, 82], die sich vor allem am speziellen zu lo¨senden Problem orientieren.
3.3.1 Natu¨rliche Prinzipien der Evolution
Bereits wa¨hrend einer fu¨nfja¨hrigen Weltreise in den Jahren 1831-1836 bekam Charles Dar-
win reichlich Anregungen fu¨r seine spa¨ter herausgebrachte Selektionstheorie [21]. Danach
sind alle Lebewesen einem andauernden Wettbewerb ausgesetzt, den nur die Tauglichsten
u¨berleben (survival of the fittest). Mit weiter fortschreitender Forschung konnten Darwins
U¨berlegungen spa¨ter durch die Populationsgenetik und schließlich die Molekularbiologie
besta¨tigt und ausgebaut werden zu einer allgemeinen Evolutionstheorie.
Absolute Voraussetzung fu¨r evolutive Entwicklung ist zuna¨chst die Schaffung neuer Ei-
genschaften durch zufa¨llige Variation. Aus der Menge der neuen Pha¨notypen werden
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dann die am besten angepassten selektiert bzw. wenig geeignete eliminiert. Die so ange-
reicherten, besser adaptierten Individuen werden vermehrt und deren Genotypen mit-
einander rekombiniert. Dieser Prozess fu¨hrt in einem Zyklus Schritt fu¨r Schritt na¨her
an Problemlo¨sungen heran. Diese Prinzipien der Evolution sind fu¨r ganze Populationen
Variation
Selektion
Amplifikation
vorhandene Species
adaptierte Species
Abbildung 2: Das evolutive Prinzip
ebenso gu¨ltig wie fu¨r einzelne Zellen, ja sogar bis hinab auf die Ebene einzelner Moleku¨le
- eine Ebene auf welche sich auch die folgenden Ausfu¨hrungen beziehen werden.
Auf Moleku¨lebene erscheint es sinnvoll, zuna¨chst klar zwischen Information und Funk-
tion zu unterscheiden und diese Eigenschaften bestimmten Klassen von Makromoleku¨len
zuzuordnen. Nukleinsa¨uren stellen die Basis fu¨r Codierung sowie Informationsspeiche-
rung und -weitergabe dar. Als lineares, doppelstra¨ngiges Heteropolymer mit definierten
Basenpaarungen besitzt DNA eine weitgehend von der Sequenz unabha¨ngige Doppelhelix-
Struktur. Obwohl auch fu¨r DNA einige katalytische Funktionen gefunden wurden [14],
stellt die RNA einen Sonderfall dar. Sie kann zusa¨tzlich zur Informationsspeicherung vie-
lerlei Strukturen ausbilden und damit auch etliche Funktionen, wie z.B. Bindung oder
Katalyse ausu¨ben [51]. Mit Hilfe von Proteinen jedoch wird bei den heutigen Lebewe-
sen der weitaus gro¨ßte und vor allem vielseitigste Bereich der biologischen Funktionen
realisiert. Die Bewa¨ltigung der unterschiedlichsten Aufgaben ha¨ngt vor allem von der
Struktur der Proteine ab – eine Eigenschaft, fu¨r die Proteine ein gegenu¨ber den Nu-
kleinsa¨uren extrem erho¨htes Variationspotenzial besitzen. Dies ist auch ein Grund dafu¨r,
dass als urspru¨ngliche Substanz die RNA sowohl fu¨r Informationsspeicherung als auch fu¨r
Funktion gedient haben mag [30, 38], mit wachsender Genomgro¨ße jedoch die Trennung
in zwei Moleku¨lklassen fu¨r Informationsspeicherung (DNA) und Funktionen (Proteine)
erfolgte.
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3.3.2 Variationspotenzial und Variation
Sowohl Nukleinsa¨uren als auch Proteine besitzen zuna¨chst auf Sequenzebene ein hohes
Variationspotenzial. Gema¨ß der Beziehung
n = µν (1)
la¨sst sich leicht die Anzahl n verschiedener Sequenzmo¨glichkeiten berechnen, wenn die
Sequenzla¨nge ν und die Anzahl der mo¨glichen Bausteine µ pro Position (µ = 4 fu¨r
Nukleinsa¨uren und µ = 20 fu¨r Proteine) bekannt sind. Betrachtet man z.B. eine DNA-
Sequenz mit 400 bp, so gibt es n = 4400 mo¨gliche Sequenzen, was in etwa einer Zahl von
7∗10240 entspricht. Ein gleich langes Protein von 400 Aminosa¨uren La¨nge ha¨tte hingegen
ein Variationspotenzial von n = 20400 = 3 ∗ 10520. Dies sind Zahlen, die die gescha¨tzte1
Anzahl der Atome im sichtbaren Weltall (≈ 1079) um ein Vielfaches u¨bersteigen. Die
Erweiterung der Anzahl der Bausteine von 4 auf 20 erho¨ht also bereits deutlich die er-
reichbare Sequenzkomplexita¨t. Macht man nun den Schritt von der Aminosa¨uresequenz
hin zur Struktur, so muss die Anzahl der Sequenzmo¨glichkeiten noch mit der jeweiligen
Anzahl der Freiheitsgrade pro Sequenz multipliziert werden. Damit ergeben sich nochmals
wesentlich erweiterte Mo¨glichkeiten durch den Einsatz von Proteinen fu¨r die Erfu¨llung
von Funktionen. Wenn nun noch weitere Modifikationen wie z.B. Glykosylierungsmuster
beru¨cksichtigt werden, wird deutlich, welch extrem große Anzahl von Mo¨glichkeiten in
der Natur bereitsteht, um die verschiedensten biochemischen Probleme zu bewa¨ltigen.
Das hohe Variationspotenzial dient als Voraussetzung fu¨r die erfolgreiche Umsetzung
evolutiver Strategien, bei der bestehende Lo¨sungen verbessert werden sollen. Wie jedoch
werden Variationen bestehender Sequenzen realisiert? Sowohl in der Natur, als auch im
Experiment werden zufa¨llige Vera¨nderungen zuna¨chst auf Nukleinsa¨ure-Ebene ausgelo¨st,
bevor sie sich im Protein auswirken. Im Organismus kann dies auf vielfa¨ltige Weise gesche-
hen. Ein Beispiel sind spontane Mutationen, die durch ionisierende kosmische Strahlung,
UV-Strahlung oder Einwirkung chemischer Substanzen entstehen. Ein weiterer, beson-
ders wichtiger Punkt ist die ungenaue Replikation, wodurch statistisch Fehler auftreten.
So ergibt sich innerhalb der Population eine dynamische Verteilung von Varianten mit
a¨hnlichen Mutationen (Quasispecies-Konzept, Eigen, McCaskill und Schuster 1988 [28]).
Prinzipiell gilt: mit steigender Fehlerrate steigt die Evolutionsgeschwindigkeit, wobei je-
doch ein Maximalwert existiert. Oberhalb dieser
”
Fehlerschwelle“ zerfließt die Information
vollsta¨ndig [27]. Viele Viren mit kurzen RNA-Genomen replizieren in der Na¨he dieser
Fehlerschwelle und ko¨nnen so immerwa¨hrend dem Immunsystem der Wirte entgehen.
Insgesamt sinkt mit steigender Genomgro¨ße die Fehlerrate, was durch immer genauere
Polymerasen mit Korrekturlesefunktion ermo¨glicht wird.
1http://www.sunspot.noao.edu/sunspot/pr/answerbook/universe.html#q70
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Abbildung 3: Beziehung zwischen Genomgro¨ße und Fehlerrate verschiedener
Organismen
3.3.3 Kompartimentierung
Fu¨r das Gelingen von evolutiven Strategien ist sowohl in der evolutiven Biotechnologie
als auch in der Natur fu¨r jede einzelne Species die pra¨zise Zuordnung von Pha¨notyp
und Genotyp notwendig. Wird ein verbesserter Pha¨notyp selektiert, so muss die dazu
passende Information amplifizierbar sein, um die Verbesserung propagieren zu ko¨nnen.
In natu¨rlichen Populationen stellen die individuellen Organismen ra¨umliche Einheiten
dar, innerhalb deren Grenzen Pha¨notyp und Genom eindeutig zugeordnet sind. Dies gilt
bis hin zu den einzelligen Mikroorganismen die mit ihren Zellmembranen praktisch Bio-
container darstellen. Fu¨r gerichtete Evolutionsexperimente auf der Basis von Moleku¨len
mu¨ssen ebenfalls Funktion und Information eindeutig zuordbar sein. Dafu¨r stehen ver-
schiedene Strategien zur Verfu¨gung, von denen einige vorgestellt werden.
Zuna¨chst einmal ist es naheliegend, die natu¨rlichen Biocontainer, na¨mlich die Mi-
kroorganismen, fu¨r die Kompartimentierung einer ku¨nstlichen erzeugten Bibliothek von
DNA Mutanten heranzuziehen. Dabei erfolgt die Transformation der Organismen mit
Methoden wie Elektroporation oder Hitzeschock. Obwohl die Verwendung lebender Or-
gansimen eher zu den klassischen und gut beherrschbaren Ansa¨tzen geho¨rt, und es hierfu¨r
auch entsprechend viele Beispiele gibt, ergeben sich doch Nachteile und Grenzen. Einen
Hauptnachteil fu¨r die Anwendung in der evolutiven Biotechnologie stellen die vergleichs-
weise geringen Transformationseffizienzen in E.coli von 107-108 Kolonien pro µg DNA
dar, welche die Komplexita¨t von Mutantenbanken betra¨chtlich reduzieren ko¨nnen.
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Wird im zellfreien System gearbeitet, so ko¨nnen technisch definierte Umgebungen wie
mikro- und nano-Titerplatten als Beha¨ltnisse dienen. Die Miniaturisierung ist bei den
hohen Probenzahlen fast schon zwangsla¨ufig und setzt hohe Ingenieursleistungen bei
der Verteilung von kleinen Volumina voraus (Pipettierrobotor). Eine besonders elegante
Mo¨glichkeit der Kompartimentierung in vitro stellen Wasser-in-O¨l Emuslionen dar, bei
denen die inerte O¨l-Phase fu¨r eine ra¨umliche Trennung der wa¨ssrigen Kompartimente
sorgt [40, 106]. Diese Methode verspricht eine hohe Komplexita¨t bei gleichzeitig leichter
Handhabung und wurde daher experimentell in dieser Arbeit na¨her untersucht.
Vo¨llig verzichtet werden kann auf Kompartimentierung, wenn es nur um die Genotyp und
Pha¨notyp physikalisch miteinander verbunden sind, und positive Varianten rein u¨ber Af-
finita¨tschromatographie von negativen getrennt werden ko¨nnen. Ein Beispiel fu¨r die Ent-
wicklung eines solchen Verfahrens zur in vitro Evolution ohne Kompartimentierung ist
das von Plu¨ckthun und Mitarbeitern publizierte Ribosome-Display-System [45].
3.3.4 Expression
Liegt eine Bibliothek von unterschiedlichen genetischen Varianten – jeweils in ra¨umlich
isolierten Kompartimenten – vor, so muss der U¨bergang von der Informationsebene zur
Funktionebene geleistet werden. Erst durch Expression der Proteine wird es mo¨glich, auf
den
”
richtigen“ Pha¨notyp hin zu selektieren. Bei Arbeiten mit Mikroorganismen ist die
Expression durch Induktion zu erreichen. Experimente im zellfreien System hingegen er-
fordern eine in vitro Translation [53], gegebenenfalls gekoppelt mit Transkription. Da die
zur Proteinsynthese erforderliche Maschinerie sehr komplex ist, werden oftmals Extrak-
te aus z.B. E.coli, Retikulozyten oder Weizenkeimen verwendet. In dieser Arbeit wurde
dazu ein S30-Ribosomenextrakt aus E.coli pra¨pariert [67]. Auch ein mit ausschließlich
rekombinant hergestellten Bestandteilen (außer Ribosomen) rekonstituiertes System zur
zellfreien Translation ist schon realisiert [103].
3.3.5 Selektions-Strategien
Der englische Ausdruck
”
you get what you screen for“ [94] wird oft als erster Hauptsatz
der gerichteten Evolution bezeichnet. Darin steckt die Erfahrung, dass der Ausgang von
Evolutionsexperimenten von der Selektion abha¨ngt. Selektion heißt allgemein, die ein-
zelnen Varianten einer Moleku¨lpopulation entprechend ihres molekularen Pha¨notyps zu
bewerten, und nur diejenigen einer weiteren Amplifikation zuzufu¨hren, deren
”
Fitness“
oberhalb eines gewissen Schwellenwertes liegt (z.B. u¨ber dem Durchschnitt der eingesetz-
ten Population). Welche Mo¨glichkeiten der Selektion gibt es nun?
• Amplifikations-gekoppelte Selektion: Hierbei muss die zu selektierende Funk-
tion (z.B. Polymeraseaktivita¨t) direkt mit der Netto-Amplifikationsrate gekoppelt
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sein. Dies ist bei in vivo Systemen oft auch durch den geschickten Einsatz von
Resistenzen mo¨glich. Diese Art der Selektion la¨sst sich mit geringem technischen
Aufwand realisieren, jedoch ist insgesamt die Einsetzbarkeit eher gering.
• Selektion durch physikalische Trennung: Diese Strategie ist prinzipiell be-
grenzt auf Funktionen, die z.B. mit Bindungseigenschaften verknu¨pft werden ko¨nnen
oder zu verschiedener Gro¨ße fu¨hren. Hierfu¨r ist eine Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung
unbedingt notwendig.
• Selektion durch Screening: Um den Preis des hohen technischen Aufwandes be-
steht bei Screening-Verfahren eine sehr allgemeine Anwendbarkeit. Wichtig ist die-
ser Ansatz z.B. fu¨r die Selektion von Biokatalysatoren in Lo¨sung. Das Zeitproblem
bei sequentieller Durchmusterung hoher Probenzahlen kann durch die Reduktion
von einzelnen Messzeiten verringert werden.
Die Wahl der richtigen Selektionsstrategie ha¨ngt also von der gesuchten Funktion ab
und beim Screening vor allem von den zur Verfu¨gung stehenden Techniken.
3.4 Wirkstoffsuche fu¨r die Pharmakologie
Ein sehr grosses, im englischen mit drug discovery bezeichnetes Gebiet bescha¨ftigt sich
ausschließlich mit dem Auffinden neuer Wirkstoffe fu¨r therapeutische Anwendungen. Da-
bei handelt es sich meist um kleinere Effektormoleku¨le, wie z.B. Peptide oder organische
Substanzen [93]. Fu¨r die Strategien der Entwicklung solcher neuen Medikamente gilt auch
hier wieder, dass mit zunehmendem Wissensstand ein deutlicher Umbruch zu verzeichnen
ist. Wa¨hrend die ersten Wirkstoffe eher zufa¨llig gefunden und angewendet wurden, ob-
wohl ihr exakter Mechanismus zu damaliger Zeit keineswegs bekannt war, werden heute
umgekehrt Substanzen zuerst anhand des Wissens um bestimmte Prozesse konstruiert,
bevor sie spa¨ter zur Anwendung kommen. Besonders in der Krebsforschung und in der
Virologie sind bis jetzt viele Zusammenha¨nge aufgekla¨rt worden. Die Blockierung spe-
zieller pathogener Prozesse durch synthetische Inhibitoren za¨hlt heute zu den Ansa¨tzen
mit dem ho¨chsten Potenzial.
Ein typisches Vorgehen zur Auffindung neuer solcher Inhibitoren beginnt zuna¨chst mit
der Erzeugung von Substanz-Bibliotheken durch kombinatorische Chemie [34, 74]. Aus
der großen Zahl von unterschiedlichen Moleku¨len mu¨ssen mo¨gliche Kandidaten identifi-
ziert werden, die dann weiter untersucht werden ko¨nnen. Dieser Vorgang – im Prinzip
eine Reduktion der Probenanzahl – wird auch als Screening bezeichnet. Technisch be-
reiten solche Screening-Verfahren jedoch bis heute erhebliche Probleme. Vor allem der
notwendige hohe Probendurchsatz kann mit den herko¨mmlichen Methoden oft nicht er-
reicht werden. Fu¨r das Gelingen von Screening-Strategien sind daher neue Methoden und
Technologien notwendig, die idealerweise folgende Kriterien erfu¨llen sollten:
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• universelle Anwendungsmo¨glichkeiten
• hohe Geschwindigkeit durch kurze Messzeiten
• geringer Probenverbrauch durch hohe Sensitivita¨t
• Potenzial zur Automatisierung durch wenige Manipulationsschritte und Miniaturi-
sierung
Als Einzelmoleku¨l-sensitive Methode verspricht der Einsatz von Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie (vgl. Kapitel 4), den aufgefu¨hrten Anforderungen gerecht zu werden, wenn
es gelingt, biochemische Fragestellungen mit dieser Methode zu untersuchen. Die Assay-
entwicklung ist daher von zentraler Bedeutung und stellt einen entsprechend großen
Schwerpunkt in beiden Projekten dieser Arbeit dar.
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4 Einfu¨hrung in die FCS
4.1 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)
Zur Messung schneller chemischer Reaktionen wurden schon fru¨h Relaxationsmethoden
wie z.B. Temperatur- oder Drucksprung entwickelt [121], bei denen - nach Auslenkung
- die Beobachtung der Ru¨ckkehr zum Gleichgewicht Gegenstand der Messung ist. Im
Gegensatz zum Prinzip der Relaxationsmessungen ist, besonders fu¨r Anwendungen im
biologischen Bereich, eine biophysikalische Messmethode wu¨nschenswert (und oft sogar
notwendig), mit der Reaktionen im thermodynamischen Gleichgewicht verfolgt werden
ko¨nnten. Als eine solche Technologie wurde bereits 1972/1974 von Elson, Magde und
Webb [31, 69, 70] die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) entwickelt, welche
drei wesentliche Voraussetzungen zur Analyse von statistischen Fluktuationen im Gleich-
gewicht erfu¨llt:
• Die Detektion soll mit hoher Effizienz erfolgen und ein hohes Signal-zu-Hintergrund-
Verha¨ltnis bieten, weswegen in der FCS Fluoreszenz als Messparameter gewa¨hlt
wird.
• Statt Ensembles vieler Moleku¨le mu¨ssen wenige bis einzelne Moleku¨le beobachtet
werden, um ein Herausmitteln statistischer Fluktuationen zu vermeiden. Dem wur-
de durch die Entwicklung der konfokalen Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
Rechnung getragen [89], wobei eine Reduktion des Detektionsvolumens in den Fem-
toliter-Bereich mo¨glich wird. Experimentell realisiert wird es solch kleines, offenes
Volumenelement innerhalb der Probelo¨sung mit einem konfokalen Aufbau (siehe
Abb. 4), in welchem das Anregungslicht durch ein Objektiv hoher numerischer Ap-
pertur (N.A. ≥ 0.9) fokussiert wird. Detektionsseitig erfolgt die Abbildung des sehr
kleines Detektionsvolumens auf den Detektor u¨ber eine Lochblende. Bei Konzen-
trationen im nanomolaren Bereich befinden sich nur einzelne Moleku¨le im Messvo-
lumen.
• Gegenu¨ber Messungen im Fluorimeter, die auf ein zeitlich besonders stabiles Si-
gnal abzielen (Integration), spielt bei Messungen weniger Moleku¨le im statisti-
schen Gleichgewicht die Zeitauflo¨sung eine Rolle, um Fluktuationen u¨berhaupt
erst erfassen zu ko¨nnen. Der Einsatz von Detektoren mit geringer Totzeit und gut
zeitaufgelo¨sten Korrelatorkarten erlaubt die Fluoreszenz-Korrelationsanalyse mit
einer fu¨r biologische Anwendungen, insbesondere zur Diffusionsanalyse, ausreichen-
den Auflo¨sung.
Fluktuation des Fluoreszenzsignales ko¨nnen durch verschiedene Pha¨nomene hervorgeru-
fen werden. Zum einen sind Vera¨nderungen in der Helligkeit der einzelnen Fluoropho-
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re zu nennen, zu denen beispielsweise A¨nderungen in der Quantenausbeute (Fo¨rster-
Transfer, Quenching) geho¨ren, oder Verschiebungen in den Absorptions- und Emissionss-
pektren (Konformationsa¨nderung, Protonierung/Deprotonierung). Auch photophysikali-
sche U¨berga¨nge (Triplett-Zustand) beeinflussen die molekularen Helligkeiten. Eine wei-
tere Ursache von Fluktuationen sind A¨nderungen der Konzentration der Fluorophore im
Detektionsvolumen. Bei reiner Diffusion ohne Fluss oder Konvektion la¨sst sich u¨ber den
Auswerteparameter Diffusionszeit direkt der Translationsdiffusionskoeffizient und damit
der hydrodynamische Radius der fluoreszenzmarkierten Moleku¨le bestimmen. Die so ge-
wonnenen Kenntnisse u¨ber die molekularen Dynamiken ko¨nnen ausgenutzt werden, um
Reaktionen zu verfolgen, bei denen sich Edukte und Produkte in ihrem Molekulargewicht
und damit in ihrer Beweglichkeit deutlich unterscheiden.
Um nun die durch Diffusion oder andere Pha¨nomene hervorgerufenen Fluktuation
mittels FCS zu bestimmen, wird aus der Fluoreszenzspur zuna¨chst die Autokorrelations-
kurve berechnet - ein Prozess, der online wa¨hrend der Messung geschieht. Die Autokor-
relationsanalyse beschreibt im Prinzip die A¨hnlichkeit eines Signals mit sich selbst zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, und ergibt damit eine Zerfallsfunktion. Die Autokorrela-
tionsfunktion G(τ) wird nach folgender Formel berechnet:
G(τ) =
〈δF (t)δF (t+ τ)〉
〈F (t)〉2 (2)
Der Ausdruck 〈F (t)〉 gibt das zeitliche Mittel des Fluoreszenzsignales an, wa¨hrend
δF (t) und δF (t+ τ) zum Zeitpunkt t und t+ τ die momentane Abweichung vom Mittel-
wert bezeichnen. Je nach Situation der Probe ko¨nnen nun verschiedene mathematische
Modelle fu¨r die Autokorrelationsfunktion entwickelt und die Messkurve angefittet wer-
den. So ko¨nnen aus dem Fit die entsprechenden Parameter gewonnen werden. Fu¨r den
ha¨ufigen Fall von zwei Prozessen, die zu Fluktuationen fu¨hren – zum einen der U¨ber-
gang in den Triplett-Zustand, zum anderen Diffusion durch das Fokalvolumen – la¨sst sich
folgende Fitfunktion ableiten:
G(τ) =
1
N
· (1− T (1− e
− τ
τt ))
1− T ·
1
1 + τ
τd
· 1√
1 + ( r0
z0
)2 τ
τd
(3)
Der Parameter N gibt die mittlere Anzahl der Moleku¨le im Fokus an, die Amplitude
G(0) ist also invers proportional zur Konzentration. Dies la¨sst sich anschaulich leicht da-
durch erkla¨ren, dass bei wenigen Moleku¨len im Fokus der Ein- und Austritt von Teilchen
zu sta¨rker Fluktuation fu¨hrt als bei einer hohen Partikelzahl. Mit T wird der relative
Anteil der Moleku¨le im Triplett-Zustand wiedergegeben. Da diese Teilchen dunkel sind,
verringert sich scheinbar die Gesamt-Teilchenzahl, was sich in einer ho¨heren Amplitude
auswirkt. Die durch G(0) gegebene Amplitude ist jedoch bereits um den Triplettanteil
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korrigiert, und N gibt die Summe der hellen und dunklen Teilchen an. Die schnellen
Fluktuationen durch die U¨berga¨nge in den Triplett-Zustand werden durch τt beschrie-
ben. Dieser Wert gibt die Triplett-Lebenszeit an und hat u¨blicherweise Werte von 1-2 µs
fu¨r die hier verwendeten Fluorophore. Die mittlere Diffusionszeit wird durch den Parame-
ter τd bezeichnet und liegt je nach Teilchengro¨ße und Viskosita¨t der Probe zwischen 20 µs
bis hin zu etlichen ms. Aus der mittleren Diffusionszeit τd la¨sst sich mit der Beziehung
τd =
r20
4D
(4)
der Diffusionskoeffizient D des Analyten berechnen [89]. Zur Anna¨herung der Geome-
trie des Fokalvolumens wird hier von einer dreidimensionalen, gaußfo¨rmigen Intensita¨ts-
verteilung im Brennpunkt ausgegangen. Dann kann das Anregungsvolumen durch ein
Rotationsellipsoid beschrieben werden, wobei r0 und z0 jeweils diejenigen Entfernungen
vom Mittelpunkt angeben, bei denen die Intensita¨t auf den 1
e2
-fachen Wert abgefallen ist.
Der allein durch den Aufbau bestimmte Quotient z0
r0
wird als Strukturparameter bezeich-
net, und hat fu¨r das ConfoCor2-Instrument typischerweise einen Wert von etwa 6 (siehe
auch S. 32). Der Diffusionskoeffizient D ist nach dem Stokes-Einstein-Gesetz umgekehrt
proportional zum hydrodynamischen Radius Rh:
D =
kT
6piηRh
(5)
Es bezeichnen k die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur und η die Viskosita¨t. Der
hydrodynamische Radius ist seinerseits wiederum proportional zur dritten Wurzel des
Volumens der (hier als kugelfo¨rmig anzunehmenden) Teilchen, welches proportional zur
Masse und damit zum Molekulargewicht ist. Insgesamt ergibt sich also eine Proportiona-
lita¨tsbeziehung zwischen der Diffusionszeit τd und der dritten Wurzel des Molekularge-
wichtes M des Analyten:
τd ∝ 3
√
M (6)
Aufgrund dieses Zusammenhanges findet bei Reaktionen nur dann eine messbare Vera¨nde-
rung der Diffusionszeit statt, wenn die Reaktion mit einer drastischen Vera¨nderung des
Molekulargewichtes einhergeht.
Die Gleichung (3) wird auch als 1-Komponenten-Fit-Modell bezeichnet, da nur eine dif-
fundierende Spezies angenommen wird. Fu¨r Mischsysteme mit mehreren, unterschiedlich
mobilen Spezies gibt es Gleichungen, die zusa¨tzliche Diffusionsterme tragen. Auch fu¨r
andere Situationen als die hier dargestellte, freie dreidimensionale Diffusion existieren
Fit-Modelle, wie z.B. zweidimensionale Diffusion (in Membranen) oder Fluss. Zusa¨tzli-
che kurze Fluktuationen durch photophysikalische Effekte ko¨nnen durch die Aufnahme
weiterer Exponentialterme in das Modell beru¨cksichtigt werden.
25
4. EINFU¨HRUNG IN DIE FCS
Zum Zeitpunkt ihrer Entwicklung vor mehr als 25 Jahren standen der Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie noch nicht die technischen Voraussetzungen fu¨r eine breit-
gefa¨cherte Anwendung zur Verfu¨gung. Seit etwa fu¨nfzehn Jahren hingegen existieren zu-
nehmend die zur Anregung beno¨tigten stabilen Lasersysteme, hochsensitive Detektoren
und schnelle Computer, was enorm zur Optimierung der FCS-Technologie beigetragen
hat. Auch die Synthese neuer photostabiler und wasserlo¨slicher Fluorophore mit hoher
Quantenausbeute, die sich zum Markieren von biologischen Moleku¨len eignen, erho¨hte
die Anwendbarkeit der FCS im biochemischen, biologischen und diagnostischen Bereich.
4.2 Theorie der Zweifarben-FCS
Die in Abschnitt 4.1 dargestellte FCS eignet sich, um molekulare Dynamiken zu analy-
sieren. Fu¨r die meisten Anwendungen im biochemischen Bereich spielt die Diffusionszeit
als Fitparameter die entscheidende Rolle. Unterschiede in der Diffusionszeit, z.B. durch
Bindung eines kleinen fluoreszenzmarkierten Liganden an einen großen Rezeptor, lassen
sich leicht in Lo¨sung messen. Ein Problem der Autokorrelationsanalysen besteht jedoch
im dynamischen Bereich, da die molekulare Masse der Teilchen mit der dritten Wurzel
in die Diffusionszeit eingeht (Gl. 6). Daher muss der Massenunterschied zwischen dem
gebundenen und dem ungebundenen Fluoreszenz-markierten Liganden sehr groß sein, um
ein gut trennbares Signal in der Autokorrelation zu erhalten. Dieses Problem kann durch
die Einfu¨hrung eines weiteren Fluoreszenzmarkers umgangen werden [29]. Dazu wird die
Apparatur sowohl auf der Anregungs- als auch Detektionsseite fu¨r die Erfassung zweier
spektral separierbarer Fluorophore erweitert. Es gibt eine Reihe von Fluorophorkombi-
nationen, die spektral gut separierbare Emissions-Charakteristika z.B. im gru¨nen und
im roten Bereich haben. Die Fluoreszenzspuren der beiden Farbstoffe werden getrennt
aufgenommen und miteinander kreuzkorreliert, woraus Ru¨ckschlu¨sse auf Konzentration
der zweifarbig markierten Moleku¨le gezogen werden ko¨nnen. Die Kreuzkorrelation zweier
Signale berechnet sich nach folgender Formel:
Gij(τ) =
〈δFi(t)δFj(t+ τ)〉
〈Fi(t)〉〈Fj(t)〉 (7)
Die Ausdru¨cke 〈Fi(t)〉 und 〈Fj(t)〉 bezeichnen jeweils das zeitliche Mittel des Fluo-
reszenzsignals i bzw. j in den beiden Kana¨len, wa¨hrend δFi(t) und δFj(t + τ) die Fluk-
tuationen der Signale zum Zeitpunkt t bzw. t + τ darstellen. Fu¨r i = j geht Gleichung
(7) in die Autokorrelationsvorschrift (2) u¨ber. Fu¨r ein Mischsystem aus einfach gru¨n
markierten Species (g), einfach rot markierten Moleku¨len (r) sowie einem Anteil doppelt
gelabelter Teilchen (gr) mit den jeweiligen Konzentrationen Cg, Cr und Cgr werden die
Fluoreszenzintensita¨ten Fr im roten und Fg im gru¨nen Kanal gemessen. Aus Gleichung
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(7) erha¨lt man fu¨r i = j = g die Autokorrelation Ggg(τ) des gru¨nen Signals sowie analog
dazu mit i = j = r die Autokorrelation Grr(τ) des roten Signals. Zusa¨tzlich ergibt sich
fu¨r i = g und j = r die Kreuzkorrelationsfunktion Ggr(τ). Nach [99] lassen sich Kon-
zentrationen der einzelnen Species aus folgenden Auto- und Kreuzkorrelationsfunktionen
entnehmen:
Ggg(τ) =
〈Cg〉Diffg(τ) + 〈Cgr〉Diffgr(τ)
Veff(〈Cg〉+ 〈Cgr〉)2 (8)
Grr(τ) =
〈Cr〉Diffr(τ) + 〈Cgr〉Diffgr(τ)
Veff(〈Cr〉+ 〈Cgr〉)2 (9)
Ggr(τ) =
〈Cgr〉Diffgr(τ)
Veff(〈Cg〉+ 〈Cgr〉)(〈Cr〉+ 〈Cgr〉) (10)
mit
Veff = pi
√
pir20z0 (11)
als effektivem Messvolumen.
Der Term
Diffi=g,r,gr(τ) ≡ (1 + τ
τd,i
)−1(1 +
r20τ
z20τd,i
)−
1
2 (12)
bezeichnet den Abfall der Korrelationsfunktion mit zunehmenden τ . Da nur der Term
Diffi eine Zeitabha¨ngigkeit aufweist, gilt fu¨r die Amplituden der Korrelationsfunktion,
also wenn τ = 0 ist:
Ggg(0) =
〈Cg〉+ 〈Cgr〉
Veff(〈Cg〉+ 〈Cgr〉)2 =
1
Veff(〈Cg〉+ 〈Cgr〉) (13)
Grr(0) =
〈Cr〉+ 〈Cgr〉
Veff(〈Cr〉+ 〈Cgr〉)2 =
1
Veff(〈Cr〉+ 〈Cgr〉) (14)
Ggr(0) =
〈Cgr〉
Veff(〈Cg〉+ 〈Cgr〉)(〈Cr〉+ 〈Cgr〉) (15)
Die vorgestellten Gleichungen gelten nur bei freier Diffusion und in einem ideal jus-
tierten System, dessen beiden Anregungsvolumina sich vollsta¨ndig u¨berlappen. Bei der
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Auswertung der Autokorrelationskurven wird zumeist zusa¨tzlich noch analog Gl. 3 ein
Triplett-Term beno¨tigt. Bei der Anpassung der Kreuzkorrelationskurven wird dieser idea-
lerweise nicht beno¨tigt, da die U¨berga¨nge in die Triplettzusta¨nde der roten und gru¨nen
Fluorophore vo¨llig unabha¨ngig voneinander stattfinden und daher zeitlich nicht korreliert
sind. Durch Vergleich der Auto- und Kreuzkorrelationsfunktionen (13) bis (15) ergibt sich
zuna¨chst, dass die Autokorrelationsamplituden G(0) in einem invers proportionalem Zu-
sammenhang zu den Gesamtkonzentrationen Cg +Cgr bzw. Cr +Cgr der entsprechenden
Farbe stehen. Fu¨r gegebene Autokorrelationsamplituden (d.h. wenn die Konzentrationen
von Moleku¨len, die zumindest den roten Fluorophor und von Moleku¨len, die zumindest
den gru¨nen Fluorophor tragen nicht vera¨ndert werden) ist die Kreuzkorrelationsampli-
tude Ggr(0) direkt proportional zur Konzentration von Teilchen, die beide Fluorophore
in sich vereinigen. Durch die Kreuzkorrelationsanalyse wird also die zweifach markierte
Species vom Hintergrund der einfach gelabelten Teilchen isoliert. Durch Einsetzen der
Autokorrelationsamplituden (13) und (14) in den Nenner der Gleichung (15) ergibt sich
folgende Beziehung:
〈Cgr〉 = Ggr(0)
VeffGgg(0)Grr(0)
(16)
Demnach erha¨lt man den relativen Anteil der doppelt markierten Species an der Gesamt-
konzentration der Species einer Farbe i durch den Quotienten der Kreuzkorrelationsam-
plitude mit der Autokorrelationsamplitude der jeweils anderen Farbe j :
〈Cgr〉
〈Ci,total〉 =
Ggr(0)
Gjj(0)
(17)
mit 〈Ci,total〉 = 〈Ci〉+ 〈Cgr〉
Die Amplitude der Kreuzkorrelation kann theoretisch maximal die Ho¨he der niedrigeren
Autokorrelationsamplitude erreichen.
Bis heute haben zahlreiche Publikationen die verschiedenen Applikationsmo¨glichkeiten
[46, 96] der FCS und vor allem der deutlich vielseitigeren Zweifarben-FCS aufgezeigt,
von denen einige ausgewa¨hlte Gebiete im Folgenden aufgelistet werden:
• Die Diagnostik von viraler RNA [79] wurde ebenso realisiert wie die sensitive
Detektion von Prion-Aggraten [12].
• Im Bereich der Biochemie wurden Charakterisierungen wie Enzymkinetiken [59]
oder Protein-Liganden-Wechselwirkungen [52, 87] mit FCS durchgefu¨hrt. Auch PCR-
Reaktion konnten durch FCS verfolgt werden [88].
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• Fu¨r die Zellbiologie wichtig ist die Tatsache, dass aufgrund des kleinen Fokalvolu-
mens auch in vivo Messungen mo¨glich sind. Messungen auf Membranen [4, 98] und
in lebenden Zellen [5, 6, 24] sind beschrieben.
• Das Potenzial der Zweifarben-FCS fu¨r den Einsatz imHochdurchsatz-Screening
und in der evolutiven Biotechnologie [63, 64] wurde von Eigen und Rigler schon
1994 erkannt [29], bevor Schwille 1996 als erster die experimentelle Realisierung der
Zweifarben-FCS gelang [95, 99].
Fu¨r viele Einsatzgebiete kann das Prinzip der FCS verwendet werden, wobei jedoch oft die
speziellen Anforderungen zu einer Weiterentwicklung der Technik gefu¨hrt haben. So bietet
z.B. fu¨r zellbiologische Fragestellungen die Anregung mit Zweiphotonenu¨bergang Vorteile
[47, 97], wa¨hrend beispielsweise fu¨r Screening-Anwendungen die Koinzidenz-Auswertung
fu¨r eine Verku¨rzung von Messzeiten sorgt [48, 122]. Aktuelle Bestrebungen zielen darauf
ab, FCS mit anderen Verfahren zu kombinieren. So erga¨nzen sich FCS und bildgebende
Verfahren (konfokale Laserscan-Mikroskopie) ideal, aber z.B. auch in der Mikrofluidik
wird FCS erfolgreich eingesetzt [25].
4.3 Das kommerzielle ConfoCor2-Instrument
Basierend auf dem experimentellen Aufbau zur Zweifarben-FCS am Max-Planck-Institut
fu¨r biophysikalische Chemie in Go¨ttingen, wurde von der Firma Carl Zeiss ein kommer-
zielles Gera¨t entwickelt. Das in dieser Arbeit vorrangig benutzte ConfoCor2-Instrument
stellt bereits den Nachfolger des in nur wenigen Exemplaren gefertigten ersten Zweifarben-
ConfoCor-Gera¨tes dar. Der Aufbau der Zweifarben-FCS ist im Gera¨teaufbau experimen-
tell flexibel gestaltet, so dass vom Benutzer u¨ber Software-Steuerung verschiedene Strah-
lenga¨nge zusammengestellt, abgespeichert und angewendet werden ko¨nnen.
Die beiden Anregungsstrahlen der verschiedenen Laser werden im Lasermodul mit-
tels einer Feinjustiereinheit u¨berlagert. Durch den AOTF (acousto-optical tunable filter)
ko¨nnen die verschiedenen Wellenla¨ngen selektiv abgeschwa¨cht werden. Die Ansteuerung
des AOTF erfolgt u¨ber die Gera¨te-Software und ersetzt die sonst u¨blichen Neutralfilter.
Nach Passage des AOTF werden die Laserlinien in eine optische Faser eingekoppelt und
so zum inversen Mikroskop geleitet. Dort sorgt ein motorisch verfahrbarer Kollimator
fu¨r die Parallelisierung der beiden Anregungsstrahlen nach Austritt aus dem Lichtlei-
ter. U¨ber den dichroischen Spiegel 1 wird das Licht ru¨ckseitig in das Objektiv einge-
koppelt. Wichtig fu¨r die FCS ist, dass Objektive mit hoher numerischer Apertur (N.A.
≥ 0.9) verwendet werden, deren Ru¨ckapertur bis zu etwa 70 % gefu¨llt wird. Dadurch
entsteht ein in x- und y-Richtung scharf begrenzter Anregungsdoppelkegel von wenigen
100 nm Durchmesser – dies entspricht in etwa dem Gro¨ßenbereich von E.coli Bakterien.
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Abbildung 4: Strahlengang der Zweifarben-FCS im ConfoCor2-Instrument
EF: Emissionsfilter; AOTF: acousto-optical tunable filter
Das Fluoreszenzlicht der Probe, welche sich auf einem Deckglas oder in einem Proben-
tra¨ger mit Deckglasboden befindet, wird durch das Objektiv eingesammelt und kann
den dichroischen Spiegel 1 passieren. Die beiden Spektralbereiche der unterschiedlichen
Fluorophore werden durch den Dichroiten 2 getrennt. In beiden Detektionsoptiken pas-
siert das Fluoreszenzlicht dann Bandpass- bzw. Langpass-Filter. Die beiden Lochblenden
(pinholes) sind notwendig, um dem Detektionsvolumen eine Tiefenscha¨rfe zu verleihen,
die durch den Anregungskegel der Laser noch nicht gegeben ist. Die pinholes sind mo-
torisch in allen drei Raumachsen, sowie im Durchmesser einstellbar. U¨bliche O¨ffnungen
liegen im Bereich von 70-90 µm beim ConfoCor2-Gera¨t. Zur Detektion wird das Licht
beider Kana¨le jeweils in einen Lichtleiter eingekoppelt und auf hochsensitive Detektoren
(Avalanche-Photodioden, APDs) abgebildet. Die Pulse der Detektoren werden direkt an
den Auswerte- und Steuerrechner u¨bert ragen, wo wa¨hrend der Messung die Korrelati-
onsanalyse online vorgenommen wird. Es werden – je nach Einstellung im Programm –
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Abbildung 5: Das ConfoCor2-Instrument
A: Lasermodul; B: inverses Mikroskop Axiovert 200 M; C: FCS-Modul mit
Einkopplungs- und Detektionsoptiken; D: Detektoren (avalanche Photodioden, APD); E:
Steuer- und Auswerte-PC; F: Systemelektronik; G: Durchlichteinheit fu¨r Lichtmikro-
skopie; H: Transformator fu¨r die Quecksilberlampe (I), welche als Lichtquelle fu¨r die
Fluoreszenzmikroskopie dient
die beiden Autokorrelationsfunktionen sowie die Kreuzkorrelation beider Kana¨le im Ver-
lauf der Messung berechnet. Als Anregungswellenla¨ngen stehen die Linien verschiedener
Laser zur Verfu¨gung (vgl. Abb. 6). Diese sind durch die Software einzeln auswa¨hlbar
und in ihrer Intensita¨t regelbar. Die Shutter zur Blockierung bzw. Freigabe der Licht-
wege sind ebenfalls im Lasermodul angeordnet. Sa¨mtliche dichroischen Spiegel sowie die
Emissionsfilter sind intern im FCS-Modul als motorisierte Filterra¨der gestaltet, so dass
per Software verschiedene Filterkombinationen eingestellt werden ko¨nnen (Tab. 1). Die
so definierten Strahlenga¨nge ko¨nnen gespeichert werden und fu¨r die Messungen spa¨ter
wieder aufgerufen werden.
4.4 Messung und Auswertung
Die erhaltenen Korrelationskurven werden direkt am Gera¨t mit den entsprechenden ma-
thematischen Modellen nach den Gleichungen (3) bzw. (10) angefittet. Alternativ be-
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Abbildung 6: Das Lasermodul
A: Helium-Neon-Laser 543 nm; B: Helium-Neon-Laser 633 nm; C: Argon-Ionen-Laser
458, 477, 488 und 514 nm ; D: Spiegel zur U¨berlagerung der Laserstrahlen; E: elek-
tronisch regelbarer Abschwa¨cher (acousto-optical tunable filter, AOTF) mit Shutter; F:
Faser-Einkopplung; G: Lichtleiter zum Mikroskop
steht die Mo¨glichkeit, die Kurvenanpassung mit einer anderen Software (Origin, Microcal)
ebenfalls unter Verwendung einer Marquardt Nonlinear-Least-Square-Regressionsroutine
vorzunehmen. Abbildung 7 zeigt eine Autokorrelationskurve fu¨r frei in Wasser diffundie-
renden Farbstoff mit τ in logarithmischer Auftragung. Aus der Kurvenanpassung ko¨nnen
der Strukturparameter z0
r0
des Aufbaus, und die Amplitude G(0) (und damit die inverse
Teilchenzahl 1
N
) sowie die Diffusionszeit τd des Moleku¨ls entnommen werden. Die bei die-
sem Fluorophor zusa¨tzlich durch U¨berga¨nge in den Triplett-Zustand auftretenden Fluk-
tuationen werden durch die Fitfunktion ebenfalls ermittelt. Bei Kenntnis des effektiven
Volumens Veff la¨sst sich nach Gleichung (13) aus der Amplitude der Korrelationskurve
im gru¨nen Kanal leicht die reale Gesamt-Konzentration an gru¨nen Teilchen berechnen.
Veff kann hier durch die gezeigte Referenzmessung von gru¨nem Farbstoff mit bekanntem
Diffusionskoeffizienten bestimmt werden. Mit den erhaltenen Fitwerten von z0
r0
= 6, 4 fu¨r
den Strukturparameter und τd = 23µs als Diffusionszeit sowie dem bekannten Diffusi-
onskoeffizienten D des Farbstoffes Rhodamine Green (DRhG = 2, 8 · 10−10m2s−1) ergibt
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Dichroit 1 Dichroit 2 Emissionsfilter 1 Emissionsfilter 2
458 570 BP 475-525 BP 530-600
488 635 LP 475 BP 560-615
514 Spiegel BP 505-530 BP 585-615
543 Loch BP 505-550 LP 585
633 50/50 IR LP 505 LP 650
488/543 BP 530-600
488/633 LP 530
LP 585
Tabelle 1: Wa¨hlbare Spiegel und Filter im ConfoCor2
Der Dichroit 1 wird innerhalb der Gera¨tesoftware auch als Hauptfarbteiler (HFT) be-
zeichnet, wa¨hrend der Dichroit 2 auch Nebenfarbteiler (NFT) heißt. Die Zahlenangaben
bezeichnen jeweils die Wellenla¨ngen (nm), die von den dichroischen Spiegeln reflektiert,
bzw. von den Emissionsfiltern durchgelassen werden. BP: Bandpass-Filter; LP: Langpass-
Filter; 50/50 IR: ein Spiegel, der jeweils 50 % des Gesamtlichtes reflektiert und durchla¨sst.
sich nach der Beziehung r0 =
√
4Dτd und der Formel (11) hier ein effektives Volumen
von ca. 0,14 fl. Aus dem Fit erha¨lt man die mittlere Anzahl der Moleku¨le im Messvolu-
men, N = 3, 2, woraus sich die Konzentration der Lo¨sung zu ca. 40 nM errechnet. Durch
eine solche Referenzmessungen mit freiem Farbstoff kann der Strukturparameter vorher
bestimmt werden und dann als Fitparameter fu¨r die Auswertung der darauf folgenden
Messungen fixiert werden.
In Abbildung 8 ist eine typische Kreuzkorrelationskurve gezeigt, wie sie im ConfoCor2-
Gera¨t mit doppelt markierter DNA gemessen wird. Fu¨r die Fitroutine wurde hier der aus
der Referenzmessung bekannte Strukturparameter fixiert. Ausgewertet wurde die Kurve
nach Gleichung (3), wobei der Triplett-Term weggelassen wurde. Aus den Fitparametern
konnten die Amplitude G(0) und die Diffusionszeit τd der zweifach markierten Spezies
entnommen werden. Je nach Reaktionsrichtung kann die Amplitude der Kreuzkorrela-
tion zu- oder abnehmen. Bei Anlagerung (Hybridisierung) einer markierten Sonde an
ein spektral anders gelabeltes Ziel-Moleku¨l baut sich beispielsweise Kreuzkorrelation auf
[95], wa¨hrend Spaltung eines doppelt gelabelten Moleku¨ls zu einer Abnahme der Kreuz-
korrelationsamplitude fu¨hrt [59, 86]. Bei beiden Reaktionen bleibt die Gesamtfluoreszenz
idealerweise konstant, weswegen sich die Amplituden der Autokorrelationen nicht a¨ndern
sollten.
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Abbildung 7: Autokorrelationsfunktion
Fluorophor: Rhodamine green; Messzeit: 10 x 10 sec; pinhole-Durchmesser: 90 µm; Objek-
tiv: 40x C-Apochromat, Wasserimmersion, 1.2 numerische Apertur; oben: Fluoreszenz-
spur;Mitte: Autokorrelationskurve (gru¨n) und Fitkurve (schwarz); unten: Fit-Residuen
4.4.1 Ermittlung der relativen Kreuzkorrelation
Fu¨r Messungen, bei denen es auf den Vergleich von Kreuzkorrelationsamplituden ankam,
wurde die Berechnung des relativen Anteils an doppelt markierter Spezies jeweils durch
die Normierung der Kreuzkorrelationsamplitude auf die niedrigere Autokorrelationsam-
plitude G(0) gema¨ß Gleichung 17 durchgefu¨hrt. Die niedrigere Amplitude G(0) der beiden
Autokorrelationen hatte am ConfoCor2 immer die Autokorrelation des roten Kanals, da
das rote Volumenelement beugungsbedingt gro¨ßer war und darin dementsprechend mehr
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Abbildung 8: Typische Kreuzkorrelationskurve
Analyt: doppelt markierte DNA mit Rhodamine green und Cy5; Messzeit: 10 x 10 sec;
pinhole-Durchmesser: 90 µm; Objektiv: 40x C-Apochromat, Wasserimmersion, 1.2 nu-
merische Apertur; Fitparameter: Strukturparameter fixiert auf 6,4; G(0) = 0,037; Diffu-
sionszeit = 0,3811 ms; Messkurve: blau; Fitkurve: schwarz
Teilchen detektiert wurden. Dadurch sind auch die gemessenen Diffusionszeiten der roten
Teilchen gro¨ßer, als die der gru¨n markierten.
Fu¨r die normierten Kreuzkorrelations-Amplituden bedeutet G(0)=1, dass alle Moleku¨le
der Spezies, die eine niedrigere Teilchenzahl in der Autokorrelation zeigt (hier: gru¨ner
Kanal), auch den jeweils anderen Farbstoff tragen, also doppelt markiert sind und damit
kreuzkorrelieren. Am hier benutzten ConfoCor2 lag die selbst mit optimal aufgereinig-
ten, doppelt markierten Proben maximal erreichbare normierte Amplitude bei G(0)=0,7.
Grund dafu¨r ist die durch chromatische Abberation verursachte, nicht ideale U¨berlappung
der Anregungs- und Detektionsvolumina. Die Beobachtung von relative A¨nderungen in
G(0) innerhalb einer Reaktion wird durch diesen Effekt jedoch kaum beeinflusst.
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Bezeichnung Genotyp Eigenschaften
XL1-blue recA1 endA1 gyrA96 thi1 hs-
dR17 supE44 relA1 lac [F’ pro-
AB lacIqZ∆M 15 Tn10 (Tetr)]
Tetracyclin-Resistenz, gut fu¨r
Plasmid-Transformationen
geeignet
BL21(DE3) E.coliB F− dcm ompT hsdS(r−b
m−b ) gal λ (DE3)
exprimiert T7-RNA Polymerase
unter Kontrolle des lacUV 5 Pro-
motors, sehr gut einsetzbar fu¨r
Protein-Expression in Kombina-
tion mit pET-Vektoren
KW-251 supE44 galK2 galT22 metB1
hsdR2 mcrB1 mcrA [ar-
gA81::Tn10] recD1014
aufgrund der fehlenden ExoV-
Aktivita¨t (Marker recD1014)
nach Pra¨paration von S30-
Ribosomenextrakten besonders
fu¨r die Verwendung von linea-
ren Templates in der in vitro
Translation empfehlenswert
TOP10 F− mcrA ∆(mrr-hsdRMS-
mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74
recA1 deoR araD139 ∆(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endA1 nupG
enthalten im TOPO-Cloning Kit
Tabelle 2: Genotypen der verwendeten E.coli Sta¨mme
5 Material und Methoden
5.1 Materialien
5.1.1 Bakteriensta¨mme und Plasmide
Alle benutzten Bakteriensta¨mme waren E.coli -K12-Derivate. Fu¨r die Transformation und
Propagation von Plasmiden kam der Stamm XL1-blue (Stratagene, Heidelberg) zu An-
wendung, wa¨hrend zur Expression von Proteinen der Stamm BL21(DE3) eingesetzt wur-
de. Die Pra¨paration des S30-Ribosomenextraktes erfolgte aus dem Stamm KW-251 (Pro-
mega, Mannheim), und die TOPO-Cloning Kits enthielten den chemisch kompetenten
Stamm One Shot TOP10 (Invitrogen, Heidelberg). Das Plasmid pQBI63 wurde von
Quantum, Gru¨nberg bezogen, pET24a(+) stammte von Novagen, Schwalbach/Taunus
und pDsRed sowie pEGFP-N1 waren von Clontech, Heidelberg.
36
5. MATERIAL UND METHODEN
5.1.2 Enzyme, Biochemikalien und Kits
Agarose fu¨r Gelelektrophorese Roth, Karlsruhe
Alexa488 Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Alkaline Phosphatase, calf intestinal (CIAP) 10 U/µl NEB, Frankfurt
Alkaline Phosphatase, shrimp (SAP) 1 U/µl Boehringer, Mannheim
Benchmark Proteinstandard GibcoBRL, Karlsruhe
Coomassie Protein Assay Reagent Pierce, Bonn
DNA-Marker, 1 kb, 1 kb+ und 100 bp GibcoBRL, Karlsruhe
DNA Sequencing Kit 404079 PE Biosystems, Weiterstadt
Du¨nnschichtchromatographieplatte SIL G-25 UV254 Merck, Darmstadt
Expand High Fidelity PCR System Roche, Mannheim
HiTrap Chelating Sa¨ulen Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Mineralo¨l, light-white (M-5904) Sigma, Taufkirchen
MiniElute PCR-Purification Kit Qiagen, Hilden
NAP (nucleic acid purification) Sa¨ulen Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Oligonukleotide, allg. Auftragssynthesen IBA GmbH, Go¨ttingen
Oligonukleotide fu¨r Codon-Optimierung Eurogentec, Seraing, Belgien
Pipettenspitzen Gilson Abimed, Langenfeld
Plastikware Becton Dickinson, Heidelberg
Pluronic F-127 (P-2443) Sigma, Taufkirchen
QiaFilter Plasmid Midi und Maxi Kits Qiagen, Hilden
QiaPrep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick Gel-Extraction Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick PCR-Purification Kit Qiagen, Hilden
Q Sepharose Fast Flow Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Restriktionsenzyme GibcoBRL, Karlsruhe; NEB, Frankfurt
Rotiphorese Gel30 und Gel40 Roth, Karlsruhe
SimplyBlue-Safestain (fu¨r Proteingele) Invitrogen, Heidelberg
Span80 (85548) Fluka, Deisenhofen
Synthese-Chemikalien f. DNA-Synthese PE Biosystems, Weiterstadt
T4-DNA Ligase 400.000 U/ml NEB, Frankfurt
T4-Polynukleotid-Kinase 15 U/µl MBI Fermentas, St.Leon-Rot
T4-Topoisomerase-II Geschenk von Dr. K. Kreuzer, Durham, NC, USA
T7-RNA Polymerase 50 U/µl GibcoBRL, Karlsruhe
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin) Fluka, Deisenhofen
TWEEN80 (P-8074) Sigma, Taufkirchen
Ultrahu¨lsen UT 100/25 zur Dialyse Schleicher & Schuell, Dassel
Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit Invitrogen, Heidelberg
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5.1.3 Fluorophore und Quencher
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Abbildung 9: Strukturformeln der verwendeten Fluorophore und Quencher
Die Reste 1 und 2 geben an, wie die Fluorophore am 5’-Ende der DNA sitzen, Rest 3
zeigt die interne Markierung an 5-C6-Amino-2’-deoxythymidine. Alexa488 wurde nicht
zur DNA-Markierung verwendet. Rhodamine green, TAMRA und Alexa488 wurden als
gemischte 5-/6-Isomere eingesetzt. Dabcyl ist ein Quencher und wurde fu¨r 3’-Markierung
von DNA benutzt.
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Substanz λabs λem ² φ λex
Alexa 488 493 516 72.000 ? 488
Rhodamine green 504 532 78.000 0,20 488
TAMRA 547 576 91.000 0,15 514
Cy5 649 670 250.000 0,28 633
Dabcyl 453 keine Em. 32.000 - -
Tabelle 4: Spektrale Daten der verwendeten synthetischen Fluorophore und
Quencher
λ: Maximale Absorptions- und Emissions- sowie Anregungswellenla¨nge in nm; ²: Extink-
tionskoeffizient in M−1cm−1; φ: Quantenausbeute in H2O
5.1.4 Puffer, Lo¨sungen und Medien
Zum Ansetzen der angegebenen Puffer und Medien wurde deionisiertes H2O verwendet,
welches auch benutzt wurde, um die Arbeitslo¨sungen aus den konzentrierten Stock-Lo¨sun-
gen herzustellen. Alle Chemikalien und Lo¨sungsmittel besaßen den Reinheitsgrad p.a. und
wurden bezogen von Sigma/Fluka, Deisenhofen; Merck, Darmstadt; Serva, Heidelberg;
Roth, Karlsruhe oder Baker, Deventer. Enzymatische Reaktionen wurden mit Wasser in
HPLC-Qualita¨t (LichroSolv, Merck) angesetzt.
Ampicillin 100 mg/ml Na-Ampicillin in H2O
(1.000x konzentriert) Lagerung in Aliquots bei -20˚C
Annealingpuffer 30 mM Tris-HCl pH 8,0
(3x konzentriert) 150 mM NaCl
3 mM Na-EDTA
APS 40 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat in H2O
(Radikalstarter fu¨r PAGE) Lagerung in Aliquots bei -20˚C
Dialysepuffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 bei 4˚C
1 M NaCl
1 mM EDTA
10 % (v/v) Glycerol
2 mM DTT
0,2 µm filtriert
DNA-Ladepuffer 20 mM EDTA
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(fu¨r ssDNA, 1,4x konzentriert) 0,025 % (w/v) Bromphenolblau
0,025 % (w/v) Xylencyanol
30 % (w/v) Ficoll
81 % (v/v) Formamid
DNA-Probenpuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
(fu¨r dsDNA, 6x konzentriert) 40 % (w/v) Saccharose
Elektroelutionspuffer 1 M Tris-Acetat pH 8,0
(100x Konzentrat) 10 mM EDTA
Ethidiumbromid 1 µg/ml in H2O
FLP-Puffer 1 25 mM TAPS, pH 8,0
1 mM EDTA
180 mM NaCl
2 mM MgCl2
20 % (v/v) Glycerin
10 % (wt/v) PEG 8000
2,5 mg/ml BSA
FLP-Puffer 2 25 mM Tris-HCl, pH 7,5
200 mM NaCl
5 % (v/v) Glycerin
FLP-Puffer 3 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
150 mM NaCl
10 mM MgCl2
FLP-Puffer 4 wie FLP-Puffer 2, zusa¨tzlich
0,05 % (w/v) Pluronic-F127
FLP-Puffer 5 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
150 mM KCl
10 mM MgCl2
100 µg/ml BSA
0,05 % (w/v) Pluronic-F127
FLP-Puffer 6 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
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10 mM MgCl2
100 µg/ml BSA
0,05 % (w/v) Pluronic-F127
FLP-Puffer 7 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
10 mM MgCl2
0,05 % (w/v) Pluronic-F127
Gensynthese-Puffer 100 mM Tris-HCl pH 9,0
(10x konzentriert) 22 mM MgCl2
500 mM KCl
1 % (v/v) Triton X-100
Hochsalzpuffer 3 M Na-Acetat pH 5,2
(fu¨r Elektroelution) 0,02 % (w/v) Bromphenolblau
IPTG 1 M IPTG in H2O
Lagerung in Aliquots bei -20˚C
Kanamycin 30 mg/ml Kanamycin in h20
(1.000x konzentriert) Lagerung in Aliquots bei -20˚C
LB-Medium 5 g/L Hefe-Extrakt
10 g/L NaCl
10 g/L Bacto-Trypton
(fu¨r Platten zus. 20 g/L Agar)
autoklavieren
PMSF 100 mM PMSF in Ethanol
Lagerung bei -20˚C
Puffer A 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 bei 4˚C
150 mM NaCl
10 mM Imidazol
10 % (v/v) Glycerol
0,2 µm filtriert
Puffer B wie Puffer A,
jedoch 200 mM Imidazol
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Puffer B400 wie Puffer B,
jedoch 400 mM NaCl
Puffer S 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 bei 4˚C
150 mM NaCl
10 mM Imidazol
S30-Dialysepuffer 10 mM Tris-Acetat, pH 8,0
14 mM Mg-(Acetat)2
60 mM KCl
1 mM DTT
auf 4˚C ku¨hlen
S30-Lysepuffer 10 mM Tris-Acetat, pH 8,0
14 mM Mg-(Acetat)2
60 mM KCl
50 µg/ml PTSF
auf 4˚C ku¨hlen
S30-Medium 10 g/L Hefe-Extrakt
5,6 g/L KH2PO4
28,9 g/L K2HPO4
autoklavieren, anschließend
pro L Medium 40 ml sterile
Glucose-Lsg. (25 % (v/v)) zusetzen
S30-Pra¨inkubationsmix 750 mM Tris-Acetat, pH 8,0
7,5 mM DTT
21,3 mM Mg-(Acetat)2
je 75 µM aller 20 L-Aminosa¨uren
6 µM ATP
20 mg/ml Na3-PEP
5 U/ml Pyruvatkinase
frisch ansetzen, auf 4˚C ku¨hlen
S30-Reaktionsmix 35 mM Tris-Acetat pH 8,0
2 mM DTT
je 0,5 mM aller 20 Aminosa¨uren
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2 mM ATP
je 0,5 mM CTP, GTP und UTP
20 mM Phosphoenolpyruvat
0,1 mg/ml E.coli -tRNA
35 mg/ml Polyethylenglycol 8.000
20 µg/ml Folinsa¨ure
8 mM Mg-Acetat·4 H2O
180 mM K-Glutamat
35 mM NH4-Acetat
frisch ansetzen,
Lagerung in kleinen Aliquots bei -80˚C
Topoisomerase II Puffer 40 mM Tris-HCl pH 7.6
60 mM KCl
10 mM MgCl2
0.5 mM EDTA
0.5 mM DTT
30 µg/ml BSA
0.5 mM ATP
S30-Waschpuffer wie S30-Lysepuffer, jedoch zus.
6 mM β-Mercaptoethanol
TAE-Puffer 2 M Tris-Acetat
(fu¨r Agarose-Gelelektrophorese, 50x) 50 mM EDTA
TBE-Puffer 1 M Tris-HCl pH 8,0
(fu¨r PAGE, 10x konzentriert) 1 M Borsa¨ure
20 mM EDTA
5.1.5 Gera¨te
Absorptionsphotometer DU 7400 Beckmann-Coulter, Unterschleißheim
ConfoCor2 mit Laserscanning-Einheit Carl Zeiss, Jena
Dampfsterilisator Varioklav H+P Labortechnik, Mu¨nchen
DNA-Sequencer ABI 373A PE Biosystems, Weiterstadt
DNA-Synthesizer Expedite 8909 PE Biosystems, Weiterstadt
Elektroporator 1000 Stratagene, Heidelberg
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Elektrophoreseapparatur, Agarose AGS, Heidelberg
Elektrophoreseapparatur, PAGE GibcoBRL, Karlsruhe
Elektrophorese-Netzgera¨t ECPS 3000/150 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Fluoreszenzspektrometer, LS-50 PE Biosystems, Weiterstadt
FPLC-Anlage Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
French-Press Sim Aminco, Rochester, USA
Inkubationsschu¨ttler Infors HT, Bottmingen, CH
Inkubatoren Kendro, Hanau
Ku¨vetten, f. Fluoreszenz und Abs. Hellma, Mu¨llheim
Lichtstreuapparatur AMTEC, Villeneuve-Loubet, Frankreich
PCR-Cycler, TRIO Biometra, Go¨ttingen
PCR-Cycler, RoboCycler 40 gradient Stratagene, Heidelberg
pH-Meter Microprozessor 535 WTW, Weilheim
SpeedVac-Konzentrator Bachhofer, Reutlingen
Tischautoklaven Matachana Rettberg, Go¨ttingen
Tischzentrifuge, Eppendorf 5415 Eppendorf, Hamburg
Ultraturrax T8, S8N-5G IKA, Staufen
Zentrifuge Sorvall RC-5B DuPont Instruments, Bad Homburg
5.1.6 Software
DNAsis 3.2 fu¨r Mac (DNA-Analyse) Hitachi Software Engineering
FCS-LSM Programm zum ConfoCor2 Carl Zeiss, Jena
FL-WinLab (LS-50 Software) PE Biosystems, Weiterstadt
GCG-Wisconsin Package 10.2-UNIX Genetics Computer Group(GCG),
(DNA-Analyse) Madison, Wisc., USA
Magellan2 (Plattenlesegera¨t) Tecan, Crailsheim
Oligo 6.44 (Primerdesign) MedProbe, Oslo, Norwegen
Origin 4.1 / 6.1 (Datenauswertung) Microcal, Northampton, MA, USA
PSDW 2.31 (Partikelgro¨ßenbestimmung) Brookhaven Instruments, Worcestershire, UK
ReferenceManager 9 ISI ResearchSoft, Carlsbad, CA, USA
ScionImage beta 3b (Bildauswertung) Scion Corp., Frederick, Maryland, USA
Staden-Package Rodger Staden, MRC, Cambridge, UK
Windows 2000 (Betriebssystem) Microsoft, Seattle, WA, USA
X-Win32 V5.4.1 (UNIX-Terminal) NUS, Go¨ttingen
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5.2 Molekularbiologische Methoden
5.2.1 Oligonukleotide
Synthese von Oligonukleotiden Oligodesoxyribonukleotide wurden mit Hilfe der
Phosphoramidit-Chemie als Festphasensynthese auf dem Expedite DNA-Synthesizer her-
gestellt. Als Synthese-Parameter wurde trityl-off-synthesis eingestellt, so dass am 5’-Ende
der DNA keine Tritylgruppen verblieben. Zum Einsatz kamen controlled pore glass (CPG)
Sa¨ulen im 0,2 µmol Maßstab. Im Anschluss an die Synthese erfolgte das Eluieren der Oli-
gonukleotide von den Sa¨ulen durch zweistu¨ndige Inkubation mit 1 ml Ammoniak (30 %)
bei Raumtemperatur, worauf die weitere Inkubation u¨ber Nacht bei 55˚C fu¨r die Entfer-
nung der Schutzgruppen sorgte. Ein Entsalzungsschritt mit NAP-5 Sa¨ulen fu¨hrte dann zu
1 ml wa¨ssriger Oligonukleotid-Lo¨sung, die im SpeedVac-Konzentrator getrocknet und in
100 µl H2O gelo¨st bei -20˚C gelagert wurde. La¨ngere Oligonukleotide (> 60 bp) wurden
noch PAGE-gereinigt.
Einige Oligonukleotide, insbesondere mit Farbstoffmodifikationen, wurden auch als Auf-
tragssynthese in den Reinigungsstufen molecular biology-grade, HPLC-grade oder PAGE-
grade bestellt und hatten eine eingestellte Konzentration von 100 µM.
Hybridisierung von Oligonukleotiden Die Hybridisierung komplementa¨rer Oligo-
nukleotide erfolgte in Annealingpuffer durch thermische Denaturierung bei 95˚C fu¨r
2 min mit anschließender langsamer, linearer Abku¨hlung u¨ber eine Stunde (-1,2˚C/min)
auf Raumtemperatur (23˚C, 10 min halten, dann 4˚C). Das Temperaturprofil wurde
im PCR-Block gefahren. Die a¨quimolaren Konzentrationen den Oligonukleotide im An-
nealingansatz wurden bewußt hoch gewa¨hlt und lagen im µM-Bereich (max. 33 µM).
5.2.2 PCR
Polymerase-Ketten-Reaktionen (polymerase chain reaction, PCR) wurden u¨blicherweise
unter Verwendung des Expand High Fidelity PCR Systems durchgefu¨hrt und enthielten
0,4 ng/µl Template, jeweils 300 nM Primer, 200 µM dNTP, 1,5 mMMgCl2 und 0,028 U/µl
HiFi-Polymerase Mix bei einem Volumen von 25 oder 50 µl. Bei Verwendung des Robocy-
clers wurde das Volumen pro Gefa¨ß auf 25 µl begrenzt – ggf. durch Aliquotieren gro¨ßerer
Volumina.
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Typisches PCR-Programm mit 25-35 Zyklen:
initialer Denaturierungsschritt 95˚C 1 min
Denaturierung 95˚C 45 sec - 1 min
Annealing, je nach Primer 50-60˚C, 45 sec - 1 min
Elongation, je nach Polymerase 68˚C oder 72˚C, ca. 1 min pro kb
finale Polymerisation 68˚C oder 72˚C, 7 min
Parkposition 6˚C bzw. 4˚C
5.2.3 Gelelektrophoretische Analyse von DNA
Agarose-Gele wurden durch Aufkochen von Agarose in TAE-Puffer hergestellt und ge-
gossen. Fu¨r große DNA-Fragmente (ab 2.000 bp) wurde eine Agarose-Konzentration von
0,8 % (w/v), fu¨r mittlere Fragmente (1.000-2.000) 1 % und fu¨r kleinere Stu¨cke 1,5 %
gewa¨hlt. Die DNA wurde vor dem Auftragen mit 1/5 Volumen DNA-Probenpuffer ver-
setzt, und auf jedes Gel wurde ein Gro¨ßenstandard mit aufgetragen. Die Elektrophorese
verlief in TAE-Puffer bei 80-100 V. Zur Identifizierung der DNA wurden die Gele anschlie-
ßend in Ethidiumbromid gefa¨rbt und auf einem UV-Tisch beobachtet bzw. fotografiert.
5.2.4 Pra¨paration und Reinigung von Nukleinsa¨uren
Pra¨paration von Plasmiden Zur Pra¨paration von Plasmiden wurden je nach Maß-
stab die verschiedenen Qiagen-Kits (Mini, Midi oder Maxi) verwendet. Die Isolierungen
wurden anhand der Herstellerprotokolle (alkalysche Lyse, Hydroxyapatit-Sa¨ulen) durch-
gefu¨hrt, wobei die Plasmid-DNA am Ende in 10 mM Tris-HCl, pH 8,5 aufgenommen und
bei -20˚C gelagert wurden.
Gel-Extraktion von DNA aus Agarose- und Polyacrylamid-Gelen Fu¨r Oligo-
nukleotid-Reinigungen wurde ein 0,8 mm dickes Polyacrylamid-Gel nach folgendem Re-
zept gegossen:
denaturierende TBE-PAGE zur Oligoreinigung
10x TBE-PAGE Puffer 3,0 ml
Harnstoff 12,6 g
Acrylamid Gel40 11,25 ml
mit H2O auffu¨llen auf 30 ml
TEMED 15 µl
APS 38 µl
30 ml
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Die aufzureinigenden Oligonukleotide wurden vor dem Auftragen mit dem 1,4-fachen
Volumen ssDNA-Ladepuffer versetzt, 5 Min. auf 100˚C erhitzt und dann auf Eis abge-
schreckt. Die Ru¨ckgewinnung der Nukleinsa¨uren aus dem Gel erfolgte durch Elektroelu-
tion oder crush & soak.
Identifizierung von Banden
• Auf Agarose-Gelen wurde jeweils eine Referenzspur mit wenig Material und eine
pra¨parative Spur mit viel Material aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde die
Referenzspur abgetrennt, mit Ethidiumbromid gefa¨rbt und auf dem UV-Tisch die
Bandenposition ermittelt. Das Ausschneiden der Banden aus der pra¨parativen Spur
erfolgte dann ohne Fa¨rbung und ohne UV-Bestrahlung.
• TBE-PAA-Gele zur Oligonukleotidreinigung wurden mit einer einzigen pra¨parati-
ven Spur gefahren (150 V konstant) und nach der Elektrophorese auf eine mit Folie
abgedeckte, fluoreszente Du¨nnschichtchromatographieplatte gelegt, um die Banden
unter UV-Licht mit einem Skalpell ausschneiden zu ko¨nnen (UV-shadowing).
Qiaquick Gel-Extraction Spin Kit
Mit Hilfe dieses Kits wurde dsDNA nach Herstellerprotokoll aus Agarose-Stu¨ckchen iso-
liert. Zur Elution der DNA von den Zentrifugiersa¨ulen wurden 30 µl H2O verwendet.
Elektroelution
Diese Methode wurde zur Elution von ssDNA oder dsDNA aus PAA- oder Agarose-Gelen
angewandt. Nach Befu¨llen der Salzfallen der Elektroelutionskammern mit je 70 µl Hoch-
salzpuffer wurden die zerkleinerten Gelstu¨cke in die Ausbuchtungen gegeben und 1 Std.
bei einer Spannung von 150 V in Elektroelutionspuffer eluiert. Die Nukleinsa¨uren konn-
ten anschließend aus dem Hochsalzpuffer durch Zugabe von zwei Volumen Ethanol gefa¨llt
werden.
crush & soak
Bei der crush & soak Methode wurden Gelstu¨ckchen mit 0,3 M NaCl Lo¨sung versetzt
und u¨ber Nacht bei 4˚C geschwenkt. Anschließend wurden die Gelreste abzentrifugiert
und der U¨berstand in ein neues Gefa¨ß gegeben und die DNA direkt durch Zugabe des
zweifachen Volumens Ethanol gefa¨llt.
Fa¨llung von Nukleinsa¨uren Die Fa¨llung von Nukleinsa¨uren erfolgte u¨blicherweise
nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und zwei Volumen Ethanol
auf Eis oder bei -20˚C (auch u¨ber Nacht). Anschließend wurde 30 Min. bei 4˚C und
Ho¨chstdrehzahl (14.000 U/min) zentrifugiert, der U¨berstand abgenommen und noch ein-
mal mit 100 µl 70 % Ethanol gewaschen (10 Min. Zentrifugation). Nach dem Abnehmen
des U¨berstandes wurde das Pellet an der Luft getrocknet und in einem kleinen Volumen
Puffer oder H2O aufgenommen.
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Qiaquick PCR-Purification Kit PCR-Reaktion wurden direkt mit dem Qiaquick
PCR Prurification Kit aufgereinigt. Das Protokoll des Herstellers wurde in sofern ab-
gea¨ndert, als die Elution mit H2O und nicht mit dem mitgelieferten Elutionspuffer er-
folgte.
Konzentrationsbestimmung von Nukleinsa¨uren Die Konzentrationsbestimmung
von DNA erfolgte mittels UV-Absorption unter Annahme einer Konzentration von 35
µg/ml fu¨r einzelstra¨ngige DNA (ssDNA) und 50 µg/ml fu¨r doppelstra¨ngige DNA (dsD-
NA) jeweils fu¨r einen Absorptionswert von 1 bei einer Ku¨vettenla¨nge von 1 cm. Fu¨r die
Umrechnung von Massenkonzentrationen in Molkonzentrationen wurde je Base ein Wert
von 330 g/Mol zugrunde gelegt.
5.2.5 Enzymatische Modifikationen von DNA
Restriktions-Verdau von Nukleinsa¨uren Endonukleolytische Spaltung von Nuklein-
sa¨uren wurde unter Einsatz von 2-4 U Restriktionsendonuklease pro µg DNA im zugeho¨ri-
gen Puffer und bei der vom Lieferanten angegebenen Temperatur (in fast allen Fa¨llen
37˚C) fu¨r mind. 1 Std. durchgefu¨hrt. Das Volumen der Ansa¨tze wurde so groß gewa¨hlt,
dass die aus der Enzym-Stocklo¨sung resultierende finale Glycerolkonzentration unter 5%
lag und somit Inhibitionen und
”
Star-Aktivita¨ten“ ausgeschlossen werden konnten.
Ligation Fu¨r Ligationsreaktionen wurden zwei verschiedene molare Verha¨ltnisse von
Insert zu Vektor (3:1 und 5:1) sowie eine Kontrolle ohne Insert angesetzt. Die Reaktionen
enthielten 100 fmol Vektor und 400 U T4-DNA Ligase, und wurden im zugeho¨rigen
Reaktionspuffer (inkl. ATP) durchgefu¨hrt. Das Volumen wurde so niedrig wie mo¨glich,
jedoch fu¨r alle drei Ansa¨tze gleich gehalten. Die Ligation erfolgte bei 16˚C u¨ber Nacht.
Zur Vorbereitung auf die Transformation wurden die Ansa¨tzte gefa¨llt und in 5 µl H2O
aufgenommen.
Phosphorylierung und Dephosphorylierung von DNA Die 5’-Phosphorylierung
von 500 nM Oligonukleotiden wurde mit Hilfe von 3 units T4-Polynukleotid-Kinase fu¨r
20 min bei 37˚C vorgenommen, wobei der mitgelieferte Puffer final 0,5 mM ATP ent-
hielt. Anschließend wurde das Enzym 20 min bei 65˚C inaktiviert. Bei komplementa¨ren
Oligonukleotiden wurde die Phosphorylierung und die Hybridisierung im gleichen Gefa¨ß
direkt nacheinander durchgefu¨hrt. Zur Dephosphorylierung von DNA wurde alternativ
SAP (shrimp alcalic phosphatase) oder CIAP (calf intestine alcalic phosphatase) verwen-
det im zugeho¨rigen Puffer verwendet.
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5.2.6 Sequenzierung
Zur Probenvorbereitung fu¨r Sequenzierungen in der Abteilung wurden 20 µl Reaktionen
mit 8 µl Premix, 600 ng Plasmid-DNA und 10 pmol Primer angesetzt. Das Temperatur-
profil fu¨r die dye-terminator-cycle-sequencing Reaktion bestand aus 25 Zyklen mit jeweils
30 sec 96˚C, 15 sec 50˚C und 4 min 60˚C. Anschließend wurden die Proben gefa¨llt und
getrocknet.
Alternativ wurden Sequenzierungen auch als Auftrag vergeben (SeqLab, Go¨ttingen) wo-
bei fu¨r HotShot-Sequenzierungen jeweils 7 µl Probe mit 600 ng Plasmid-DNA und 20 pmol
Primer eingereicht wurden.
Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit dem Staden-Paket, wobei eine Konsen-
sus-Sequenz aus u¨berlappenden Sequenzen erstellt wurde. Die erhaltenen Konstrukte wur-
den mit den erwarteten Sequenzen unter Zuhilfenahme des DNasis-Programms verglichen.
5.3 Arbeit mit Mikroorganismen
5.3.1 Herstellung elektrokompetenter E.Coli
Die Herstellung von elektrokompetenten E.coli beruht im wesentlichen auf der Entfernung
von Salzen durch intensives Waschen. Von einer Kolonie XL1-blue oder BL21(DE3) wurde
eine U¨bernachtkultur in 10 ml LB inokuliert und bei 37˚C geschu¨ttelt. Im Falle von
XL1-blue enthielten alle Medien final 10 µg/ml Tetracyclin. Am na¨chsten Tag wurde
die U¨bernachtkultur als Inokulum fu¨r 1 L LB-Medium verwendet und die logarithmische
Phase bis zu einer OD600nm von etwa 0,6 verfolgt. Anschließend wurde die Kultur 15 min
bei 4˚C gehalten und die Bakterien dann 15 min bei 4˚C und 2700xg abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 1 L eiskaltem, sterilen H2Odeion. resuspendiert und erneut pelletiert.
Der Waschschritt wurde mit 500 ml H2Odeion. wiederholt, bevor die E.coli in 20 ml steriler
10 % (v/v) Glycerinlo¨sung resuspendiert wurden. Nach erneuter Sedimentierung wurde
eine Bakteriensuspension in 2 ml steriler 10 % (v/v) Glycerinlo¨sung hergestellt und in
50 µl Aliquots in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80˚C.
5.3.2 Transformation von E.coli
Plasmid-DNA wurde im Elektroporationsverfahren in E.coli gebracht. Dazu wurde ein
Aliquot elektrokompetenter Bakterien auf Eis von -80˚C aufgetaut und mit 2 µl eines
Ligationsansatzes bzw. 2 µl einer 2,5 ng/µl Plasmidlo¨sung versetzt. Das Gemisch wurde in
eine auf Eis vorgeku¨hlte Elektroporationsku¨vette mit (0,2 cm Spalt) gegeben und einem
Puls von 2500 V ausgesetzt. Anschließend wurde die Bakteriensuspension in 1 ml LB-
Medium ohne Antibiotikum u¨berfu¨hrt und 1 Std. bei 37 ˚C geschu¨ttelt. U¨blicherweise
wurden auf zwei Agar-Platten mit Selektionsantibiotikum 10 bzw. 90 % der Bakterien
ausplattiert und u¨ber Nacht bei 37˚C inkubiert.
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5.3.3 Identifizierung von positiven Klonen
Die Kolonien wurden zuna¨chst mittels Kolonie-PCR auf positive Klone analysiert; meis-
tens wurden 10 Kolonien getestet. Dafu¨r wurde pro Kolonie ein 10 µl PCR-Ansatz mit
100 µM dNTPs, je 250 nM Primer und 0,025 U/µl Taq-Polymerase vorbereitet, der dann
mit wenig Bakterienmaterial aus der Kolonie angeimpft wurde. Die PCR-Bedingungen
waren 94˚C fu¨r 1 min, danach 20 Zyklen mit jeweils 94˚C 45 sec, 45˚C 1 min, 72˚C
3 min, und schließlich ein finaler Elongationsschritt bei 72˚C fu¨r 7 min. Die PCR-
Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Von positiven Klonen
wurden dann 5 ml LB-U¨bernachtkulturen mit Selektionsantibiotikum inokuliert, aus de-
nen die Plasmide mit dem Qiagen Miniprep-Spinkit isoliert wurden. Durch analytischen
Restriktionsverdau wurden die Ergebnisse der Kolonie-PCR verifiziert, worauf sich die
weitere Analyse mittels Sequenzierung anschloss.
5.3.4 Stammkulturen
Glycerol-Stammkulturen wurden durch Versetzen von U¨bernachtkulturen mit je einem
Volumen Glycerol hergestellt (50 % v/v Glycerol final) und bei - 80˚C gelagert.
5.4 Protein-biochemische Methoden
5.4.1 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese
Zum Gießen und Fahren von SDS-Polyacrylamid-Gelen kam das Mini-V-Gelsystem zum
Einsatz, welches 0,8 mm dicke Spacer beinhaltet. Im Sammelgel betrug die Acrylamidkon-
zentration 5,7 %, und Quervernetzung sowie Polymerisationsstart wurden jeweils durch
Zugabe eines 0,002-fachen Volumens an TEMED bzw. APS erreicht. Trenngele bestanden
aus 12,5 % Acrylamid und wurden mit jeweils 0,0014-fachem Volumen an TEMED und
APS quervernetzt bzw. polymerisiert. Beide Gele enthielten 0,1 % (w/v) SDS. Acrylamid
wurde als Fertiglo¨sung (Gel-30, Roth, Karlsruhe) bezogen und war auf 30 % Acrylamid
/ 0,8 % Bisacrylamid eingestellt, was einem Verha¨ltnis von 37,5:1 entspricht.
Proben fu¨r die Elektrophorese wurden in Probenpuffer fu¨r 5 min aufgekocht. Die Elek-
trophoresebedingungen waren 150 V konstant in SDS-Laufpuffer. Gele wurden vor dem
Anfa¨rben mit Simply-Blue-Safestain Lo¨sung gru¨ndlich gewa¨ssert, die Entfa¨rbung erfolgte
in H2O.
5.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Bestimmung der Konzentration von Proteinen in Lo¨sung wurde mit dem Coomassie-
Proteinassay Reagenz (no. 23200, Pierce, Bonn) vorgenommen. Im Bereich von 2,5 bis
25 µg/ml wurde eine Eichreihe mit BSA-Standard angesetzt. Die Messung der Absorption
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erfolgte in 96-well Mikrotiterplatten im TECAN-Plattenlesegera¨t bei 590 nm in einem
Totalvolumen von 300 µl.
5.4.3 FLP-Rekombinase
5.4.3.1 Codon-Optimierung
Entwurf der Oligos
Ausgehend von den Sequenzdaten des Vektors pOG44 (Invitrogen, Heidelberg) wurde
am Computer die codierende Sequenz des FLP-Proteins mit Hilfe des GCG-Paketes in
die Aminosa¨uresequenz u¨bersetzt. Bei der anschließenden
”
reversen Translation“ zuru¨ck
auf die DNA-Ebene wurde die Codon-Tabelle von E.Coli zugrundegelegt und darauf ge-
achtet, dass fu¨r jede Aminosa¨ure immer das am ha¨ufigsten in E.Coli verwendete Codon
eingesetzt wurde. Zur Herstellung der codon-optimierten FLP Sequenz wurden mit dem
Computerprogramm Oligo 64 u¨berlappende Oligodesoxyribonukleotide mit La¨ngen zwi-
schen 35 und 46 Basen entworfen. Die u¨berlappenden Regionen waren zwischen 16 und
23 Nukleotide lang und wurden so ausgesucht, dass die sich Schmelztemperaturen der
jeweils u¨berlappenden Regionen in einem engen Rahmen um ca. 60˚C bewegten. Als
Parameter wurden im Oligoprogramm eine Konzentration an monovalenten Ionen von
40 mM, an Mg2+ von 2 mM und an DNA von 250 pM eingetragen. Die Oligonukleotide
wurden up1 bis up32 und low1 bis low32 benannt. Zur Einfu¨hrung der Mutation Y343S
wurden noch zwei weitere Oligonukleotide entworfen, die die Namen up27a und low26a
bekamen.
Herstellung des Gens
Zur Synthese des Gens fu¨r die wt-Aminosa¨uresequenz der FLP-Rekombinase wurden die
Oligonukleotide up1-up32 und low1-low32 eingesetzt, wa¨hrend fu¨r die Mutante Y343S die
Primer up27 und low26 durch up27a und low26a ersetzt wurden. Anhand der Publikati-
on von Stemmer [104] wurde zuna¨chst die gene-assembly Reaktion (20 µl) durchgefu¨hrt.
Die 64 Oligonukleotide wurden in einer Konzentration von jeweils 45 nM eingesetzt, die
finale dNTP-Konzentration betrug je 200 µM, und der Ansatz enthielt Taq und Pfu zu
0,05 U/µl bzw. 0,001 U/µl in Gensynthese-Puffer. Es wurden 55 Zyklen im Robocycler
mit folgendem Temperaturprofil gefahren: 94˚C, 52˚C, 72˚C, wobei die Temperatu-
ren jeweils fu¨r 40 Sekunden gehalten wurden. Die folgende gene-amplification Reaktion
(100 µl) enthielt 1/40 Volumen gene-assembly Ansatz, je 1 µM der a¨ußeren Primer up1
und low32, außerdem dNTPs, Taq und Pfu in den o.a. Konzentrationen im Gensynthese-
Puffer. Die Amplifikation erfolgte mit 25 Zyklen zu jeweils 40 sec 94˚C, 40 sec 50˚C,
3 min 72˚C im Robocycler.
5.4.3.2 Expression Zur Transformation des E.coli Stammes BL21(DE3) mittels Elek-
troporation wurden 5 ng des Plasmides pET24a(+)-coFLP verwendet. Von einer U¨ber-
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nachtkultur der Transformanten auf LB-Kanamycin Platte wurden von drei Kolonien je
5 ml LB-Kan Kulturen angeimpft und die Plasmide mit dem Qiagen Miniprep Spin Kit
isoliert. Durch analytischen Restriktionsverdau mit den Enzymen BamHI und SalI wurde
die Existenz des Pasmides und des Inserts verifiziert. Von den drei Klonen wurde einer
mit korrektem Konstrukt und hoher Plasmidausbeute ausgewa¨hlt und davon sechs Mal
100 µl einer 1:15.000 Verdu¨nnung der Miniprep-Kultur in LB auf sechs LB-Kan Platten
ausplattiert und u¨ber Nacht bei 37˚C inkubiert. Alle Kolonien der Platten wurden mit
LB-Kan abgewaschen und zur Inokulation von 4,8 L LB-Kan benutzt, worauf die Kultur
bei 180 RPM und 37˚C geschu¨ttelt wurde. Durch Tru¨bungsmessung bei 600 nm wurde
die logarithmische Wachstumsphase bis zu einer optischen Dichte von ca. 0,6 verfolgt. Ab
diesem Zeitpunkt wurde die Kultur auf 23˚C geku¨hlt und bei Erreichen der Temperatur
mit 1 mM IPTG (final) fu¨r 2 Std. bei 23˚C induziert. Ab dem Ende der Induktion er-
folgte eine Ku¨hlung auf Eis, und es wurden alle weiteren Schritte auf Eis oder bei 4˚C
durchgefu¨hrt. Die Abtrennung der Bakterien erfolgte durch Zentrifugation bei 4.000xg fu¨r
15 min, worauf das Pellet einmal in 60 ml eiskaltem Puffer S resuspendiert und erneut
sedimentiert wurde. Nach Dekantieren des U¨berstandes wurden die induzierten Bakterien
in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80˚C gelagert.
5.4.3.3 Reinigung und Lagerung von FLP Das Pellet einer induzierten 4,8 L
Kultur wurde auf Eis aufgetaut und in 72 ml eiskaltem Puffer S resuspendiert. Die Bak-
teriensuspension wurde anschließend noch durch ein Kanu¨le (No. 2, gru¨n, 0,8 mm, 21
gage) gedru¨ckt und mit 2.400 U DNase I sowie 1 mM PMSF versetzt. Zur Zelllyse wurde
die mechanische FrenchPress-Methode benutzt, bei der die Bakterien-Suspension durch
einen schmalen Spalt bei hohem Druck gepresst wird. Bei der verwendeten 20k-cell wurde
bei der Druckeinstellung high auf der Gera¨teskala ein Wert von 500 eingestellt, was in
etwa einem Druck von 6.000 PSI entpricht. Das Lysat wurde in eisgeku¨hlten Gefa¨ßen
aufgefangen, bei 4˚C und 43.000xg fu¨r 45 min zentrifugiert und der U¨berstand 0,2 µm
filtriert. Zur Reinigung wurde eine HiTrap Chelating Sa¨ule (1 ml) nach Herstelleranga-
ben frisch mit Nickel beladen und an der FPLC-Anlage im Ku¨hlraum (4˚C) mit einem
konstanten Fluss von 1 ml/min betrieben. Die Anlage verfu¨gte u¨ber ein Durchflusspho-
tometer im UV-Bereich mit einem Schreiber. Die Sa¨ule wurde mit Puffer A a¨quilibriert,
bevor das Lysat geladen wurde. Nachdem das Lysat aufgetragen war, wurde mit Puffer
A so lange weiter gewaschen, bis der Schreiber nahezu zur Basislinie zuru¨ckgekehrt war.
Dann wurde stufenweise mit steigenden Anteilen von Puffer B eluiert. Die Schritte wa-
ren 20, 40, 80, 120 und 200 mM Imidazol. Die Fraktionen der einzelnen Elutionsstufen
wurden auf dem SDS-Gel analysiert. Die Fraktionen der 200 mM Stufe wurden vereinigt,
und durch langsames Zutropfen von 1/19 Vol. einer 5 M NaCl-Lo¨sung auf 400 mM NaCl
eingestellt. Zur Entfernung der DNA kam als zweiter Schritt eine Q-Sepharose fast flow
Anionenaustauscher-Sa¨ule (1 ml) zum Einsatz, die in Puffer B400 a¨quilibriert wurde. Die
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FLP-Probe wurde auf die Sa¨ule gegeben und der Durchfluss (ca. 25 ml) weiter fu¨r die
Dialyse verwendet. Die gleichzeitige Dialyse und Konzentrierung erfolgte in Dialysepuf-
fer mit Ultrahu¨lsen unter Vakuum in der zugeho¨rigen Saugflasche bis zu einem Volumen
≤ 1 ml. Zur anschließenden Lagerung bei -80˚C wurden kleine Aliquots pipettiert.
5.4.4 Topoisomerase II Reaktionen
Topoisomerase II Reaktion wurden in Topoisomerase II Puffer bei einem Gesamtvolumen
von 30 µl in 8-well Nunc-Kammern durchgefu¨hrt. Die Konzentration der Topoisomerase
II betrug 400 nM, die des Substrates 100 nM, wovon 50 nM unmarkiert und 50 nM dop-
pelt markiert waren. Proben wurden gemischt und dann sofort fu¨r 10x10 sec. gemessen
(Wert
”
vorher“). Darauf folgte eine 20minu¨tige Inkubation bei Raumtemperatur, bevor
Proteinase K in einer Endkonzentration von 0,05 mg/ml zugegeben wurde. Die Inkuba-
tionszeit fu¨r den Verdau betrug eine Stunde bei RT. Anschließend wurden die Proben
wieder gemessen (Wert
”
nachher“).
5.5 In vitro Translation
5.5.1 Pra¨paration eines E.coli S-30 Extraktes
Die Pra¨paration eines aktiven S-30 Extraktes erfolgte nach Lesley [67]. Als E.coli Stamm
wurde KW-251 verwendet. Von einer 100 ml U¨bernacht-Starterkultur in S30-Medium
wurden je 10 ml zur Inokulation von 6 x 1 L Aliquots Medium eingesetzt. Diese Kultur
wurde bei 37˚C bis zu einer OD600 von 0,8 angeschu¨ttelt, dann auf Eis geku¨hlt und bei
4˚C und 3.500xg fu¨r 15 min sedimentiert. Die Pellets wurden in 1 L S30-Waschpuffer
resuspendiert, fu¨r 20 min abzentrifugiert, nochmals mit 1 L gewaschen und erneut pelle-
tiert. Dieses Pellet wurde bei -80˚C gelagert. Die Bakterien wurden aufgetaut, in 4 ml
S30-Lysepuffer pro g Pellet resuspendiert und durch eine Kanu¨le (0,8 mm) gedru¨ckt.
Nach FrenchPress Aufschluss bei 6.000 PSI wurden DTT (1 mM final) zum Lysat ge-
geben und bei 4˚C und 30.000xg fu¨r 30 min zentrifugiert. Der U¨berstand wurde in ein
sauberes Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt und erneut unter gleichen Bedingungen zentri-
fugiert, woraufhin der U¨berstand in ein sauberes Gefa¨ß gegeben und auf Eis geku¨hlt
wurde. Pro 6,5 ml Lysat wurden 1 ml S30-Pra¨inkubationsmix zugegeben und der Ansatz
bei 25˚C und 100 U/min fu¨r 60 Minuten geschu¨ttelt. Anschließend wurde Micrococcal
Nuklease (final 25 U/ml Lysat) und Ca-(Acetat)2 (final 1 mM) zugegeben und weitere 30
min bei 37˚C inkubiert. Vor der Dialyse wurde EGTA in einer finalen Konzentration von
4 mM zugesetzt. Die Dialyse erfolgte in Schla¨uchen mit einer Ausschlussgrenze von 6.000
- 8.000 Da in 2 L 4˚C kaltem S30-Dialysepuffer mit viermaligem Pufferaustausch in 1-h
Intervallen. Der dialysierte S30-Extrakt wurde in kleinen Aliquots bei -80˚C eingefroren
und gelagert.
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5.5.2 Optimierung des Reaktionsmix
Zur Optimierung des zum S-30 geho¨rigen Reaktionmixes wurde die gekoppelte in vitro
Transkription/Translation des gru¨n fluoreszierenden Proteins als Reportersystem verwen-
det. Der Reaktionsmix wurde auf Magnesium-, Kalium- und Ammoniumkonzentration
optimiert. Dazu wurden im Reaktionsmix die jeweiligen Komponenten in ihrer Endkon-
zentration variiert: Mg2+ 1-15 mM, K+ 40-200 mM und NH+4 10-50 mM. Die 50 µl Ansa¨tze
enthielten 15 µl S-30 Extrakt, 20 µl Reaktionsmix, 1,8 nM pQBI63 und 10 U T7-RNA-
Polymerase. Die Inkubation und Messung der Fluoreszenz erfolgte in 96-well Mikrotiter-
platten im TECAN-Plattenlesegera¨t bei 37˚C mit dem 485 nm Exitationsfilter und dem
535 nm Emissionsfilter.
5.5.3 Reaktionsansa¨tze
Die gekoppelte in vitro Transkription/Translation von Genen mit T7-Promotor erfolgte
in 50 µl Ansa¨tzen. Typischerweise waren 15 µl S-30 Extrakt, 20 µl Reaktionsmix und 10
U T7-RNA-Polymerase enthalten. Die Template-Konzentration wurde im unteren nano-
molaren Bereich gehalten.
5.6 Emulsionen
Die O¨lphase der Emulsionen wurde durch Lo¨sen der Detergenzien Span80 (4,5 % (v/v))
und Tween80 (0,5 % (v/v)) in Mineralo¨l hergestellt. U¨bliche Emulsionsansa¨tze enthielten
50 µl wa¨ssrige Phase und 950 µl O¨lphase. Der Emulgierprozess erfolgte im 2 ml Eppen-
dorfgefa¨ß auf Eis durch 10 sec Ultra-Turrax Behandlung mit einer Gera¨teeinstellung von
Stufe 5, was in etwa einer Drehzahl von 21.000 U/min entspricht.
5.6.1 Bestimmung der Gro¨ßenverteilung
Zur Bestimmung der Gro¨ßenverteilung der Mineralo¨l-Emulsionen durch Laser-Scan-Mi-
kroskopie wurde als wa¨ssrige Phase eine etwa 500 nM Alexa488-Lo¨sung verwendet. Zwei
Mikroliter der Emulsion wurden in eine Thomakammer (5 µm) gegeben und mit einem
gewo¨hnlichen Deckglas (Sta¨rke 1) abgeschlossen. Es wurden 10 Scan-Aufnahmen von
2.048 x 2.048 Pixeln Gro¨ße in einem z-Abstand von je 1 µm gemacht und die Daten
im Windows-Bitmap-Format exportiert. Mit Hilfe des Programms ScionImage wurden
die Bilddaten eingelesen und alle Schichten zu einem Mittelwertbild vereinigt. Durch das
Setzen eines Schwellenwertes wurde das Bild in das bina¨r-Format umgewandelt, bevor die
Partikelanalyse-Routine der Software gestartet wurde. Die ausgegebenen Fla¨cheninhalte
wurden von Quadratpixeln in µm2 mit einem Wert von 0,11 µm pro Pixel umgerechnet.
Die weitere statistische Verarbeitung der Daten erfolgte in Origin, wobei die Fla¨chen
unter Annahme einer Kreisform in Volumina umgerechnet wurden.
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5.6.2 Ru¨ckgewinnung von DNA aus Emulsionen
Zur Extraktion von DNA aus Emulsionen wurde die Wassertro¨pfchen durch 1 min Zentri-
fugation bei Ho¨chstdrehzahl in der tischzentrifuge sedimentiert. Der O¨lu¨berstand wurde
abgenommen und das Pellet bei einem angenommenen Volumen von 150 µl mit dem Qia-
quick PCR-Purification-MiniElute-Kit verarbeitet. Die Elution der Sa¨ulen erfolgte mit
10 µl Puffer EB aus dem Kit.
5.6.3 Detektions-PCR
Die Amplifikation von Rekombinations-Produkten erfolgte mit dem Expand High Fide-
lity PCR System. Als Primer wurden Ev4FLP1 und Ev4FLP2 verwendet. Die PCR-
Bedingungen waren 95˚C, 1 min, 30 × (95˚C, 45 sec / 55˚C, 45 sec / 68˚C, 2 min
40 sec), 68˚C 7 min im Robocycler bei einem Volumen von 25 µl.
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6 Projekt A: FLP-Rekombinase
Bedarf an neuen Rekombinasen
In der Natur dient die Rekombination von DNA der Erzeugung von Variabilita¨t und
Heterogenita¨t innerhalb von Populationen und hat damit eine besonders wichtige Rolle
fu¨r Evolutionsprozesse [83]. Vorteil der Durchmischung von genetischem Material ist die
Mo¨glichkeit, mehrere sich positiv auswirkende Mutationen auf ein und demselben Gen zu
vereinigen. Nicht nur fu¨r ganze Populationen, sondern auch bei DNA-Reparaturmechanis-
men innerhalb einzelner Zellen ist der Austausch von DNA und damit die Rekombination
ein entscheidendes Element [113].
Fu¨r die Applikation von Rekombinationssystemen in Molekularbiologie und Genetik sind
vor allem Rekombinasen mit definierten Erkennungssequenzen (sog. site-spezifische R.)
von Interesse. Der Bedarf an DNA-Rekombinasen als neue molekularbiologische Werk-
zeuge ist dabei steigend. Mit Beginn der Entwicklung von genetischen Manipulationen
wurden meist kleinere Fragmente ausgetauscht, wofu¨r Restriktionsendonukleasen schon
fru¨h zur Verfu¨gung standen. Die Produktpalette an unterschiedlichen Restriktionsenzy-
men ist heute sehr groß. Jedoch geht der Trend – nicht zuletzt durch die Aufkla¨rung der
Genome verschiedener Organismen – hin zur Manipulation gro¨ßerer Genomabschnitte.
Dafu¨r kommen klassische Restriktionsenzyme kaum mehr in Frage, da ihre Erkennungs-
sequenzen oft kurz sind und damit die Wahrscheinlichkeit des Auftretens mit steigender
La¨nge des DNA-Abschnittes stark zunimmt. Hinzu kommt, dass vielfach ein direkter Aus-
tausch von großen Fragmenten gewu¨nscht wird. Fu¨r in vivo Fragestellungen wie z.B. in
der Mausgenetik ist daher die Verfu¨gbarkeit von Rekombinasen mit neuen Erkennungs-
sequenzen von besonders großem Interesse. Dies gilt nicht nur hinsichtlich der Forschung
sondern auch als Fernziel fu¨r gentherapeutische Ansa¨tze.
Mit der Entwicklung eines Systems zur gerichteten Vera¨nderung der Substratspezifita¨t
von Rekombinasen ero¨ffnet sich ein sehr großes Anwendungspotenzial. Wenn es gelingt,
site-spezifische Rekombinasen auf vorgegebene Zielsequenzen hin zu trimmen, entstehen
wertvolle neue molekularbiologische Werkzeuge. Fu¨r die experimentelle Realisierung ei-
nes solchen Vorhabens der Adaption von Enzymen an gewu¨nschte Funktionen eignen
sich evolutive Ansa¨tze besonders gut. Basis fu¨r die Anwendung der evolutiven Biotech-
nologie zur Generierung neuer Rekombinasen sind geeignete Konzepte zur Selektion von
vera¨nderten Varianten dieser DNA modifizierenden Proteine.
Fu¨r die im Rahmen von Evolutionsexperimenten notwendige Selektion von – hinsichtlich
ihrer Substratspezifita¨t – neuen FLP-Varianten wurden in dieser Arbeit drei Strategien
realisiert. Alle dieser Ansa¨tze sind fu¨r ein durchgehendes Arbeiten in vitro ausgelegt.
Dadurch ergeben sich gegenu¨ber in der Literatur beschriebenen in vivo Ansa¨tzen (FLP-
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Rekombinase: [15, 115]; Cre-Rekombinase: [92]) erhebliche Vorteile wie ho¨herer Proben-
durchsatz und bessere Kontrollierbarkeit der Selektionsbedingungen.
Die drei hier aufgebauten Systeme lassen sich wie folgt untergliedern:
• Die beiden Assays fu¨r eine Selektion durch Screening verwenden Fluoreszenz
als sensitives Messsignal:
– Das erste System wurde zur Beobachtung von DNA-Rekombination mit
Zweifarben-FCS entwickelt. Die Prizipien und die Herstellung der dazu-
geho¨rigen kreuzkorrelierenden Substrate werden unter Punkt 6.3 gezeigt, und
die Messergebnisse werden im Abschnitt 6.4 beschrieben.
– Ein weiterer Ansatz fu¨r die Messung von Rekombination basiert auf FRET
(Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) und wird im Kapitel 6.5 vorgestellt.
• Im Gegensatz zu den beiden ersten Systemen, die fu¨r Screening-Anwendungen kon-
zipiert wurden, konzentriert sich die dritte Strategie auf die Selektion durch
Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung. Das Prinzip und die einzelnen Komponenten
dieses Systems sowie die experimentelle U¨berpru¨fung sind Gegenstand des Ab-
schnittes 6.6
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6.1 Eigenschaften der FLP-Rekombinase
FLP-Rekombinase ist ein monomeres Protein aus Hefe mit einem Molekulargewicht von
48 kDa, welches an einer definierten Erkennungssequenz die Rekombination zweier DNA
Doppelstra¨nge katalysiert [91]. Die auch als FLP-Recognition-Target (FRT-site) be-
zeichnete Erkennungssequenz (Abb. 10a) besteht aus den drei Symmetrieelementen a, b
und c sowie einer 8 bp langen, zentralen core-Region, welche der gesamten site eine Ori-
entierung gibt. Das dritte Symmetrieelement c ist zur Rekombination nicht notwendig
[85], so dass eine 34 bp lange FRT-site funktionell aktiv ist.
Nachdem jeweils zwei FLP an eine Erkennungsstelle gebunden haben, finden sich die
Partner-DNA-Stra¨nge durch Protein-Protein-Wechselwirkungen zusammen und bilden
nach Biegung der DNA eine planare Holliday-Struktur aus. In diesem Komplex sorgen
vier FLP-Monomere fu¨r die eigentliche Rekombination, die in zwei Schritte zu unterglie-
dern ist. Zu Beginn greift auf jedem Strang ein FLP-Monomer trans-horizontal mit der
OH-Gruppe des Tyrosin-Restes 343 die Phosphodiesterbindung der DNA direkt neben
der core-Region nukleophil an (Abb. 10b), was gut funktioniert, da das direkt danebenlie-
gende FLP-Moleku¨l die entsprechende Umgebung bereitstellt. Durch die so entstehenden
Phosphotyrosyl-Bindungen wird die Energie wa¨hrend der dann folgenden Konformati-
onsa¨nderung konserviert bis die freien 5’-OH der jeweils anderen DNA nukleophil angrei-
fen, was zur Ligation und damit zum Austausch des ersten Stranges fu¨hrt. Im zweiten
Schritt tauschen die FLP ihre Rollen: die bisher aktiven Monomere stellen jetzt die Um-
gebung fu¨r den nukleophilen Angriff bereit, wa¨hrend die anderen beiden FLP-Monomere
nun nukleophil angreifen. Der gesamte Prozess ist unabha¨ngig von ATP-Verbrauch oder
anderen Co-Faktoren.
Bei der Rekombination werden die FRT-sites, anhand ihrer durch die core-Region vor-
gegeben Orientierung, parallel aneinander gebracht. Die Sequenz der core-Region ist fu¨r
die Rekombination nicht von Bedeutung, solange die beiden Partner-FRT-sites dieselbe
Sequenz innerhalb der core-Region besitzen [101]. Inter - und intramolekulare Rekombi-
nationen sind mo¨glich (Abb. 11). Hat die 8 bp lange core-Region eine palindromische
Sequenz, so besitzt die gesamte FRT-site keine Orientierung, was zu ungerichteten Re-
kombinationen fu¨hrt.
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5’ GAAGTTCCTATTC C GAAGTTCCTATTC TCTAGAAA GTATAGGAACTTC 3’
3’ CTTCAAGGATAAG G CTTCAAGGATAAG AGATCTTT CATATCCTTGAAG 5’
a.
b.
Abbildung 10: Mechanismus der Rekombination durch FLP
a: Erkennungssequenz der FLP-Rekombinase. Die Symmetrie ist an den fett markierten
Stellen nicht ganz perfekt. b: Die katalytisch aktiven Tyrosin-Reste der FLP-Rekombinase
sind mit Y symbolisiert, wobei ein Kreis die momentanen aktiven FLP-Monomere be-
zeichnet und ein Quadrat die jeweils inaktiven. Blaue gebogene Pfeile symbolisieren den
nukleophilen Angriff von Y auf Phopshodiesterbindungen der DNA, und gebogene schwar-
ze Pfeile zeigen den nukleophilen Angriff auf Phosphotyrosylbindungen durch freie 5’-OH
der DNA Enden. Die Phosphatgruppen sind durch Punkte angedeutet, Phosphotyrosylbin-
dungen durch gru¨ne Linien.
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a)
1 2 3 4
1 3 2 4
b) c)
Abbildung 11: inter- und intramolekulare Rekombinationsmo¨glichkeiten
Die Rekombination kann sowohl als intermolekulare (a) als auch als intramolekulare Re-
aktion ablaufen, wobei bei letzterer je nach Orientierung der FRT-sites Excision (b) und
Inversion (c) unterschieden werden ko¨nnen.
6.2 Gewinnung von FLP
6.2.1 Codon Optimierung des FLP-Gens
Im universellen genetischen Code werden zur Codierung von Aminosa¨uren Tripletts ver-
wendet, an deren drei Positionen je vier Basen stehen ko¨nnen. Damit ergeben sich 43 = 64
Codierungsmo¨glichkeiten, welche in der Natur fu¨r 20 Aminosa¨uren und je ein Start- und
Stop-Codon genutzt werden. So entstehen zwangsla¨ufig Redundanzen, die dazu fu¨hren,
dass fu¨r fast jede Aminosa¨ure mehrere Codons zur Verfu¨gung stehen. Die bevorzugte Ver-
wendung variiert dabei stark zwischen verschiedenen Organismen wie Hefe und E.coli.
Kommen sehr seltene Codons in Genen vor, so verursachen diese bei der Translation
Probleme und wirken zum Teil wie ein Stop-Codon [54], da das Ribosom anha¨lt und auf
eine passende tRNA wartet. Auch kann es dabei zum U¨berspringen einzelner Codons
kommen. Das Gen der FLP-Rekombinase stammt aus Hefe und wurde zur Expression in
E.coli verwendet. Dabei stellte sich heraus, dass die Expressionsrate a¨ußerst niedrig ist.
In der Literatur finden sich Protokolle [3, 72], die z.B. die Expression von FLP in einem
Fermenter mit 400 L Medium beschreiben und eine Ausbeute von 2 mg FLP aus 100 g
Zellpaste angeben. Experimente, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrt wurden, er-
brachten zuna¨chst keine messbare Expression von FLP in E.coli bei Kulturvolumina im
unteren Literbereich (Daten nicht gezeigt). Ansa¨tze, durch moderne kommerzielle Expres-
sionssysteme mit starken Promotoren die Menge an mRNA zu erho¨hen, fu¨hren besonders
in das Dilemma der seltenen Codons, da dann die sehr geringe Konzentration einiger
tRNAs einer großen Menge an mRNA gegenu¨bersteht und so die Wahrscheinlichkeit, ei-
ne vollsta¨ndige Polypeptidkette kompletter La¨nge zu synthetisieren, a¨ußerst gering ist.
Es stellte sich heraus, dass von den 423 Codons des FLP-Gens insgesamt 44 Codons
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Codon Aminosa¨ure Ha¨ufigkeit in Ha¨ufigkeit in Vorkommen
E.coli K12 Saccaromyces im FLP-Gen
cerevisiae
AGG Arg 0,12 % 0,93 % 7x
AGA Arg 0,21 % 2,13 % 7x
AUA Ile 0,44 % 1,78 % 17x
CUA Leu 0,39 % 1,34 % 9x
CGA Arg 0,36 % 0,30 % 2x
CGG Arg 0,54 % 0,17 % 1x
CCC Pro 0,55 % 0,68 % 1x
Tabelle 8: seltene Codons in E.coli
in E.coli als a¨ußerst seltene Codons eingestuft werden ko¨nnen (Verwendungsha¨ufigkeit
geringer als 0,6 %, vgl. Tab. 8). Um dennoch akzeptable Mengen an aktivem FLP-Protein
in E.coli exprimieren zu ko¨nnen, wurde die einzelnen Codons des FLP-Gens an die Ver-
wendungsha¨ufigkeit in E.coli angepasst, ohne die Aminosa¨uresequenz des Proteins zu
vera¨ndern. Zur Umwandlung aller Codons auf das jeweils am ha¨ufigsten verwendete Tri-
plett wurde eine von Stemmer 1995 publizierte Methode herangezogen [104], mit der
mittels PCR viele u¨berlappende Oligonukleotide zu einem langen DNA-Stu¨ck zusammen-
gesetzt werden ko¨nnen (vgl. Abb. 12). Bei dieser Prozedur sind auch gezielte Mutationen
durch den Austausch einzelner Oligonukleotide sehr einfach mo¨glich. So wurde im Rah-
men dieser Arbeit nicht nur das Gen fu¨r FLP mit der wt-Aminosa¨uresequenz, sondern
sogar auch eine katalytisch inaktive Mutante FLP-Y343S erzeugt. Das PCR-Produkt der
gene-amplification Reaktion wurde mit dem Zero-Blunt-Kit subkloniert (Konstrukt pCR-
BluntII-coFLP) und sequenziert. Die codon-optimierte Variante des FLP-Gens wird im
folgenden coFLP genannt, wa¨hrend die inaktive Mutante als coFLP-Y343S bezeichnet
wird. Bei dieser Mutante wird die katalytisch wichtige Aminosa¨ure Tyrosin an Position
343 gegen Serin ausgetauscht.
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a)
b)
Abbildung 12: Prinzip der Gen-Synthese
a: gene-assembly Reaktion: U¨berlappende, synthetische Oligonukleotide werden a¨quimo-
lar gemischt und einer PCR-Reaktion unterzogen. b: gene-amplification Reaktion: Nach
Zugabe der beiden a¨ußeren Primer wird das vollsta¨ndige Konstrukt durch erneute PCR
amplifiziert.
Abbildung 13: Codon-Optimierung des FLP-Gens
1: Die gene-assembly Reaktion erbringt nach 55 PCR-Zyklen auf eine Mischung der 64
Oligonukleotide up1-up32/low1-low32 zuna¨chst noch nicht das erwartete 1.280 bp Produkt.
2: Die weitere Amplifikation eines Aliquots (1:40 Verd.) des gene-assembly Ansatzes mit
den a¨ußeren Primern up1 und low32 ergibt dann in der gene-amplification Reaktion das
1.280 bp lange FLP-Gen. M: 100 bp Marker
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pET24a(+)-coFLP
(6.566 bp)
BamHI (1454)
SalI (179)
KanR lacI
ori
coFLP
T7 Promotor - lac Operator - RBS - Start - T7·Tag - coFLP - His·Tag - Stop - T7-Terminator
Abbildung 14: Expressionsvektor fu¨r FLP
oben: Karte des pET24a(+)-coFLP Vektors; unten: Die Organisation des FLP-Gens
im Expressionskonstrukt; RBS: Ribosomen-Bindungsstelle
6.2.2 Expression und Aufreinigung der FLP-Rekombinase
Die Strategie zur Expression der FLP-Rekombinase basierte auf dem pET-System, bei
dem die zu exprimierenden Gene unter Kontrolle eines T7-Promotors gestellt werden, wel-
cher durch lacI reprimiert wird. Kombiniert werden diese Vektoren mit dem E.coli -Stamm
BL21(DE3), welcher die T7-RNA Polymerase unter Kontrolle des lacUV-Promotors ex-
primiert. Durch Induktion mit IPTG wird sowohl der T7-Promotor freigegeben als auch
die Menge an T7-RNA-Polymerase erho¨ht. Auf diese Weise ergeben sich hohe Expressi-
onsraten.
Als Expressionsvektor kam hier der pET24a(+) Vektor zum Einsatz, in den das coFLP-
Gen u¨ber BamHI und SalI insertiert wurde. Als Template fu¨r die Generierung des coFLP-
Inserts mittels PCR wurde das Konstrukt pCR-BluntII-coFLP verwendet, wobei die
Restriktionsschnittstellen durch die Primer KF-FLP-BamHI und KR-FLP-SalI eingefu¨hrt
wurden. Dieses Konstrukt erzeugt ein Fusionsprotein mit sechs Histidinen am C-Terminus
(His·Tag), was zur Reinigung mittels Affinita¨tschromatographie benutzt werden kann.
Die Expression des FLP-Proteins in BL21(DE3) erfolgte wegen der bedingten Thermo-
stabilita¨t des Enzyms bei Raumtemperatur (FLP stammt urspru¨nglich aus Hefe). Die
anschließende Aufreinigung der FLP erfolgte an der FPLC-Anlage mit Hilfe einer Nickel-
Chelat-Sa¨ule, welche den His·Tag bindet. Nach Stufenelution mit steigenden Imidazol-
konzentrationen zeigte die Analyse der Fraktionen auf dem SDS-Gel eine Bande von der
korrekten Gro¨ße (52,3 kDa) bei 200 mM Imidazol.
Diese Fraktion wurde noch mit einem Anionentauscher von DNA befreit, wobei das
FLP-Protein im Gegensatz zur DNA aufgrund seines isoelektrischen Punktes (pI) von
9,68 bei pH 7,4 positiv geladen ist und nicht bindet. Besonders kritisch fu¨r die Erhal-
64
6. PROJEKT A: FLP-REKOMBINASE
Abbildung 15: Die Fraktionen der FLP-Aufreinigung
M: BenchMark-Gro¨ßenstandard; W: Waschfraktion; die Zahlenangaben bezeichnen die
Konzentration an Imidazol in mM
tung der Rekombinations-Aktivita¨t scheint die Salzkonzentration zu sein. FLP toleriert
150 mM NaCl, wenn noch DNA in der Lo¨sung enthalten ist, wa¨hrend das Protein nach
Entfernen der DNA unterhalb von 400 mM NaCl pra¨zipitiert [49]. Dem wurde Rechnung
getragen durch Erho¨hung der NaCl-Konzentration vor dem Anionenaustausch-Schritt.
Desweiteren wurde festgestellt, dass die Konzentrierung der FLP-Rekombinase mittels
zentrifugierbaren Ultrafiltrationseinheiten und anschließender Dialyse zur Inaktivierung
fu¨hrt. Aktives Protein konnte durch Verwendung von Ultrahu¨lsen (sog. Dialysefinger)
erhalten werden, welche parallel Konzentrierung und Dialyse unter Vakuum ermo¨glichen.
Die Konzentration des homogen reinen FLP-Proteins lag bei ca. 0,9 mg/ml, insgesamt
konnten aus 4,8 L Kultur ca. 800 µg FLP-Protein gewonnen werden, was die Erfolg der
codon-Optimierung zeigt. Bezu¨glich der Lagerbedingungen wurde herausgefunden, dass
entgegen den Angaben von [73] eine bei 0-4˚C gelagerte Charge sehr schnell ihre Aktivita¨t
verlor. Lagerung bei -20˚C in Puffer mit 50% Glycerin fu¨hrte ebenfalls nach kurzer Zeit
zur Inaktivierung. Einzig die Lagerung bei -80˚C in 10% Glycerin konnte die Aktivita¨t
u¨ber mindestens zehn Monate erhalten, wobei wenigstens zwei Einfrier-/Auftauzyklen
ohne nennenswerten Aktivita¨tsverlust mo¨glich sind.
6.2.3 Klassischer Aktivita¨tsnachweis fu¨r FLP-Rekombinase
Zum Nachweis von Rekombinationsaktivita¨t wurde fu¨r die gelelektrophoretische Analy-
se ein intermolekulares Assay mit linearen Substraten entworfen. Die Edukte haben die
gleiche La¨nge, tragen jedoch die FRT-site in unterschiedlicher Orientierung. Auf diese
Weise ergeben sich bei erfolgreicher Rekombination zwei Produkte, eines mit etwa der
doppelten La¨nge der Edukte, und ein sehr kurzes (vgl. Abb. 11a). Die elektrophoreti-
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Sma I (434)
a
core b
pUC18
(2.686 bp)
Hind III (399)Eco RI (450)
AmpR
Hind III
Eco RI
pUC18-FRT2
(2.732 bp)
Hind III (399)Eco RI (496)
AmpR
FRT
FRT
FRT
Abbildung 16: Herstellung linearer Edukte
Insertion der synthetischen FRT-site u¨ber SmaI in pUC18 ergab den Vektor pUC18FRT2,
welcher alternativ mit EcoRI oder HindIII linearisiert wurde.
sche Auftrennung kann dann zumindest das La¨ngere der beiden Produkte identifizieren.
Zur Herstellung der Edukte (Abb. 16) wurden die beiden komplementa¨ren Oligonuleotide
FLPSub2F und FLPSub2R phosphoryliert und hybridisiert. Dieses kurze DNA-Stu¨ck re-
pra¨sentiert die FRT-site mit ihren Symmetrieelementen a und b, und konnte per blunt end
Ligation in den mit SmaI linearisierten und mit alkalischer Phosphatase dephosphorylier-
ten Vektor pUC18 insertiert werden. Das Konstrukt wurde sequenziert und erhielt den
Namen pUC18-FRT2. Linearisierung von pUC18FRT2 mit EcoRI einerseits und HindIII
andererseits lieferte die beiden Edukte mit gleicher La¨nge, aber verschiedener Orientie-
rung der FRT-site. Getestet wurden mehrere Puffer und verschiedene Verha¨ltnisse von
FLP-Monomer zu FRT-half-site (Abb. 17).
Fu¨r die aussagekra¨ftige Auswertung von Elektrophorese-Experimenten ist zu beachten,
dass die Rekombinase nach Inkubation mit DNA noch kovalent am Substrat gebunden ist,
und daher entfernt werden muss. Dies wurde hier mittels eines PCR-Aufreinigungs-Kits
erreicht.
Fu¨r die Ausbeute ergibt sich folgende Berechnung: Fu¨r beide Edukte gilt, dass sie
66
6. PROJEKT A: FLP-REKOMBINASE
Abbildung 17: Rekombination von 2.732 bp linearen Edukten
Es wurden verschiedene Verha¨ltnisse von FLP:FRT-half-site (entspricht FLP pro Bin-
dungsstelle) getestet. a: Im hochviskosen FLP-Puffer 1 wird das 5.375 bp lange Rekombi-
nationsprodukt schon bei Verha¨ltnissen ab 5:1 gebildet. b: Im weniger viskosen FLP-Puffer
2 la¨uft die Rekombination ab einem FLP-U¨berschuss von 25-fach ab. c: Bei Verwendung
des FLP-Puffers 3 (ohne Glycerin) konnte u¨berhaupt kein Rekombinationsprodukt mehr
detektiert werden. Edukt-Konzentration: jeweils 6,7 nM entspricht c(FRT-halfsites) =
26,7 nM; FLP-Reihe von 26,7 nM bis 1,3 µM; Vol. 15 µl; Inkubation 3 h bei 30˚C; M
(a und b): 1 Kb+ Marker; M (c): λ/HindIII Marker
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Abbildung 18: Die vier mo¨glichen Reaktionen
Das 5.375 bp lange Reaktionsprodukt ist grau unterlegt.
jeweils mit sich selbst oder mit dem anderen Partner reagieren ko¨nnen (Abb. 18). Damit
bestehen vier mo¨gliche Rekombinationsreaktionen, wenn Neben- und Weiterreaktionen
von Produkten hier vernachla¨ssigt werden. Bei Annahme von jeweils in der Mitte liegen-
den Reaktionsgleichgewichten ergeben sich 2
16
aller Teilchen als kurzes Reaktionsprodukt,
2
16
als langes Reaktionsprodukt und 12
16
als Edukte. Eingesetzt wurden insgesamt 13,7 nM
Edukt im 15 µl Ansatz. Fu¨r die Massen und damit fu¨r die auf dem Gel sichtbaren Banden
errechnet sich folgendes:
Anteil bp Stoffmenge Masse
vorher 1 2.732 bp 200 fmol 362,4 ng
nachher 1
8
5.375 bp 25 fmol 89,1 ng
1
8
89 bp 25 fmol 1,5 ng
3
4
2.732 bp 150 fmol 271,8 ng
Die Bande des gro¨ßeren, 5.375 bp Produkts ist mit ca. 89 ng in Abb. 17 gut durch
Ethidiumbromidfa¨rbung erkennbar. Damit belegt das Experiment, dass das Reaktions-
gleichgewicht fu¨r alle angenommenen Reaktionen exakt in der Mitte liegt.
Die Pru¨fung auf Toleranz der FLP gegenu¨ber Detergenzien ergab, dass Pluronic-F127
und PB/E-PEO die Rekombination in keiner Weise beeinflussen. Tests zur Temperatu-
rabha¨ngigkeit der Rekombination durch FLP zeigten, dass die Aktivita¨t bei Raumtem-
peratur und 30˚C etwa so gut ist wie die bei 4˚C, wa¨hrend Temperaturen von 16˚C
oder 10˚C sogar zu einer leichten Verbesserung der Reaktionsausbeute fu¨hren.
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6.3 Messprinzipien zur Beobachtung von DNA-Rekombination
mit Zweifarben-FCS
Fu¨r die Beobachtung von biochemischen Reaktionen in der Zweifarben-FCS ist zu beru¨ck-
sichtigen, dass das Messprinzip der Kreuzkorrelationsanalyse auf der Detektion von A¨nde-
rungen im Anteil der zweifarbigen Spezies beruht. Daher mu¨ssen verschiedene Fluoropho-
re zwischen verschiedenen Moleku¨len umorganisiert werden, was bei intermolekularer
Reaktion der Fall ist. Alternativ mu¨ssen die Farbstoffe von einem auf mehrere Moleku¨le
verteilt werden, was ideal fu¨r die Beobachtung von intramolekularen Reaktionen ist.
Da durch FLP katalysierte Rekombinationsreaktionen sowohl inter - als auch intramo-
lekular mo¨glich sind (Abb. 11, S. 61), ko¨nnen beide Reaktionstypen durch Zweifarben-
FCS gemessen werden. Dabei kann je nach Position der Fluorophore auf- oder abbauende
Kreuzkorrelationsamplituden erwartet werden. Fu¨r intermolekulare Rekombination be-
stehen drei prinzipielle Mo¨glichkeiten der Positionierung von Farbstoffen (Tab. 9 bis 11).
Bei den Berechnungen der zu erwartenden Kreuzkorrelationsamplituden wurde jeweils
angenommen, dass sich die Reaktionsgleichgewichte in der Mitte befinden.
Reaktion 1 Reaktion 2 Reaktion 3 Reaktion 4
Edukt 1: R === G R === G === ===
× × × ×
Edukt 2: R === G === R === G ===
¼¹ ¼¹ ¼¹ ¼¹
Produkt 1: R === G R === === G ===
× × × ×
Produkt 2: R === G === G R === ===
Tabelle 9: Abbauende Kreuzkorrelation durch intermolekulare Rekombination
von unmarkierten mit zweifach markierten Substraten
Am Anfang der Reaktion gibt es nur Edukte, d.h. von 4 rot bzw. gru¨n markierten Teilchen
wa¨ren alle 4 auch doppelt markiert, was zu 100 % Kreuzkorrelation fu¨hren wu¨rde. Nach
Ablauf aller gezeigten Reaktionen existieren von 8 rot bzw. gru¨n gelabelten Moleku¨len
genau 6 zweifarbig markierte. Daraus wu¨rde eine Kreuzkorrelation von 75 % resultieren.
R : roter Farbstoff; G : gru¨ner Farbstoff; === DNA; doppelt markierte Substrate sind
eingerahmt
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Reaktion 1 Reaktion 2 Reaktion 3 Reaktion 4
Edukt 1: R === R === === G === G
× × × ×
Edukt 2: R === === G R === === G
¼¹ ¼¹ ¼¹ ¼¹
Produkt 1: R === R === G === === G
× × × ×
Produkt 2: R === === R === G === G
Tabelle 10: Aufbauende Kreuzkorrelation durch intermolekulare Rekombina-
tion von einfach markierten Substraten
Die Edukte zeigen eine Kreuzkorrelation von 0 %, wa¨hrend am Ende der Reaktion zwei
von acht rot bzw. gru¨n markierten Moleku¨len auch zweifarbig markiert sind, was einer
maximal erreichbaren Kreuzkorrelation von 25 % entspricht.
FLP
Abbildung 19: Abbauende Kreuzkorrelation durch intramolekulare Rekombina-
tion eines zweifarbig markierten Substrates
Ein Fluorophor muss endsta¨ndig positioniert sein, wa¨hrend der andere Marker zwischen
den beiden FRT-sites sitzen muss. Das Edukt bringt 100 % Kreuzkorrelation, wa¨hrend
die Produkte 0 % Kreuzkorrelation zeigen. Die erreichbare Abnahme der Kreuzkorrelati-
onsamplitude ist im Prinzip nur abha¨ngig von der Lage des Gleichgewichtes.
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Reaktion 1 Reaktion 2 Reaktion 3 Reaktion 4
Edukt 1: R === R R === R G === G G === G
× × × ×
Edukt 2: R === R G === G R === R G === G
¼¹ ¼¹ ¼¹ ¼¹
Produkt 1: R === R R === G G === R G === G
× × × ×
Produkt 2: R === R G === R R === G G === G
Tabelle 11: Aufbauende Kreuzkorrelation durch intermolekulare Rekombina-
tion von doppelt gleichfarbig markierten Substraten
Die Edukte zeigen 0 % Kreuzkorrelation. Von den zehn roten bzw. gru¨nen Teilchen im
Gleichgewicht sind vier Moleku¨le doppelt verschiedenfarbig markiert, was einem Anteil
von 40 % entspricht. Fu¨r die Berechnung der maximal zu erwartenden Kreuzkorrelati-
onsamplitude muss noch beru¨cksichtigt werden, dass die Zahl der Teilchen, die mindes-
tens einen roten (bzw. gru¨nen) Farbstoff tragen, im Verlauf der Reaktion von acht auf
zehn (Faktor 5
4
) ansteigt. Werden beispielsweise als Edukte 8 doppelt rot markierte und 8
doppelt gru¨n markierte Substrate eingesetzt, so ergeben sich im hier dargestellten Gleich-
gewicht zehn Teilchen, die mindestens einen roten Farbstoff tragen, bzw. zehn Teilchen,
die mindestens einen gru¨nen Farbstoff tragen. Somit ist eine Abnahme der Autokorrela-
tionsamplituden um den Faktor 8
10
zu erwarten. Die zur Autokorrelationsamplitude ins
Verha¨ltnis gesetzte, relative Kreuzkorrelationsamplitude sollte dadurch um den Faktor 10
8
ho¨her als die oben ausgerechneten 40 % sein. Es sind also maximal 50 % relative Kreuz-
korrelation im Gleichgewicht zu erwarten. R : roter Farbstoff; G : gru¨ner Farbstoff; ===
DNA; doppelt markierte Substrate sind eingerahmt
Auch die Messung von intramolekularen Excisionsreaktionen ist leicht realisierbar, da
im Edukt kombinierte Fluorophore im Produkt getrennt vorliegen. Eine reine Umlagerung
von Farbstoffen innerhalb eines Moleku¨ls wie bei intramolekularer Inversionsreaktionen
wu¨rde nur dann ausreichen, wenn z.B. in einem weiteren Schritt eine endonukleolytische
Spaltung vorgenommen wu¨rde. Gegenu¨ber den intermolekularen Reaktionen hat die in-
tramolekulare Excisionsreaktion auch den Vorteil, dass sie bei den niedrigen Konzentra-
tionen in der FCS (nanomolarer Bereich) bevorzugt verla¨uft. Die Hinreaktion ist entro-
pisch begu¨nstigt, da aus einem Edukt zwei Produkte entstehen. Damit ist die Ru¨ckreak-
tion wiederum intermolekular, was insgesamt zu einer Verschiebung des Reaktionsgleich-
gewichtes auf die Produktseite fu¨hrt. Das Prinzip der Beobachtung von intramolekularen
Excisionsreaktionen durch abbauende Kreuzkorrelation ist in Abb. 19 gezeigt.
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Abbildung 20:Kreuzkorrelatiosmessungen verschiedener durch Hybridisierung
hergestellter intermolekularer FLP-Substrate
Das Substrat des modularen Systems (104 bp) zeigt nur eine geringfu¨gig niegrigere, aber
noch vo¨llig ausreichende Kreuzkorrelationsamplitude im Vergleich zum 46 bp Substrat.
orange: normierte Kreuzkorrelationskurve des 104 bp Substrates; blau: normierte Kreuz-
korrelationskurve des durch Hybridisierung der beiden Oligonukleotide FLPSub2F-RG und
FLPSub2R-Cy5 pra¨parierten 46 bp langen Substrates; schwarz: Fitanpassungen; Die
Normierung der Kurven wurde wie in Abs. 4.4.1 beschrieben vorgenommen.
6.3.1 Generierung von Fluorophor-markierten Substraten
Die schnellste, einfachste und vor allem flexibelste Methode, Substrate fu¨r ein intermoleku-
lares Assay zu generieren, besteht in der Hybridisierung komplementa¨rer Oligonukleotide.
Diese sind auch synthetisch gelabelt zu beziehen, was der Kombination von Farbstoffen
quasi freien Lauf la¨sst, so dass alle in den Tab. 9 bis 11 dargestellten Assays zu abbau-
ender und aufbauender Kreuzkorrelation durchfu¨hrbar sind. Vor allem besteht bei Hy-
bridisierung immer auch die Mo¨glichkeit der flexiblen Sequenzwahl. Durch Verwendung
von Oligonukleotiden mit einzelnen Mutationen lassen sich Substrate mit verschiedenen
FRT-sites extrem schnell zu erzeugen. Um bei Verwendung der Standard-Fluorophore
Rhodamine green und Cy5 kostengu¨nstig verschiedene FRT-sites zu erzeugen, wurde ein
modulares System entwickelt, das es erlaubt, zwei ungelabelte Oligonukleotide mit zwei
markierten Adaptoren zu annealen. Das so entstehende Substrat ist 104 bp lang (Abb. 20).
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Alternativ ko¨nnen zwei komplementa¨re, am 5’-Ende markierte Oligonukleotide hybridi-
siert werden, die hier zu einem 46 bp langen Substrat fu¨hren.
Enthalten die Substrate mehr als eine FRT-site (z.B. fu¨r intramolekulare Anwendun-
gen), oder sind la¨ngere Substrate gewu¨nscht, so ko¨nnen diese durch PCR hergestellt
werden. Der Einsatz von verschiedenen FRT-Sequenzen sowie unterschiedlichen Farb-
stoffkombinationen bleibt dabei flexibel, da sowohl die Fluorophore als auch die FLP-
Erkennungssequenzen u¨ber die Primer eingefu¨hrt werden (Abb. 21).
6.3.2 Proteinase K Verdau
Anders als z.B. bei Spaltreaktionen, existiert in den Produkten einer Rekombinationsreak-
tion exakt die gleiche Bindungssequenz wie in den Edukten. Mitarbeiter aus Cox’ Gruppe
konnten fu¨r FLP in einem challenging-Experiment zeigen [35, 116], dass das Enzym, nach-
dem es einmal an sein Substrat gebunden ist, kaum wieder abdissoziiert. Auch etliche im
Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrte FCS-Messungen belegen diese Beobachtung. Diese
starke Substrat-Bindung hat auch Konsequenzen fu¨r das Zweifarben-FCS-Assay, welches
ja in Lo¨sung gemessen wird und ohne Anwendung von Separationstechniken wie Gelelek-
trophorese auskommen soll. Fu¨r eine Unterscheidung von Edukten und Produkten durch
die Vera¨nderung der Farbstoffkombinationen, wie fu¨r die hier beschriebenen Experimente,
ist es unbedingt erforderlich, dass am Ende der Reaktion keine Komplexe mehr vorlie-
gen, sondern nur noch die freie DNA. Dies la¨sst sich durch den proteolytischen Abbau
der FLP-Rekombinase mit Proteinase K leicht erreichen. Aufgrund der FLP-Eigenschaft,
kaum je vom Substrat wieder abzudissoziieren, ko¨nnen keine on-line-Kinetiken gemessen
werden
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Abbildung 21: Herstellung von FLP-Substraten durch PCR
a: Prinzip der Einfu¨hrung von Fluorophoren und FRT-sites u¨ber die Primer. Die FRT-
sites (gelb dargestellt) ko¨nnen ein- oder zwei Mal eingefu¨hrt werden, und voneinander
unabha¨ngige Sequnezen und Orientierungen haben. Unterschiedliche Fluorophore ko¨nnen
an einer oder mehrerer der mit 1-4 bezeichneten Stellen positioniert werden. b-d: Bei-
spiele fu¨r FLP-Substrate, die im Rahmen dieser Arbeit durch PCR pra¨pariert wurden.
Schwarze Dreiecke symbolisieren FRT-sites. b: Zweifarbig markiertes 368 bp Substrat fu¨r
intramolekulare Rekombination mit zwei FRT-sites gleicher Orientierung (vgl. Abb. 19),
hergestellt durch die Primer Ev3FLP1-Cy5 und Ev3FLP2-int50-RG; c: Doppelt rot mar-
kiertes 343 bp-Substrat mit nur einer FRT-site fu¨r intermolekulare Rekombination (vgl.
Tab. 11); Primer: Ev3FLP1-Cy5 und Ev3FLP3-Cy5; d: A¨hnlich wie c), jedoch doppelt
gru¨n markiert durch die Primer Ev3FLP1-RG und Ev3FLP3-RG;
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6.4 Messergebnisse zur FLP-Rekombination im ConfoCor2
6.4.1 Intramolekulare Rekombination von DNA la¨sst sich gut durch Kreuz-
korrelationsanalyse beobachten
Fu¨r die Zweifarben-FCS Messungen von intramolekularer Rekombination wurde das
368 bp lange PCR-Produkt nach Abb. 21b, S. 74 als Edukt verwendet. Als Reaktions-
produkte werden ein Cy5 -markiertes, kurzes lineares DNA Fragment von 54 bp La¨nge
sowie ein 314 bp großes, zirkula¨res Produkt mit internem Rhodamine green Label erwartet
(Abb. 19, S. 70). Fu¨r FLP ist bekannt, dass inter- und intramolekulare Reaktionen durch
unterschiedliche Puffer verschieden bevorzugt werden. Gleichwohl finden sich besonders
zu den Effekten von ein- und zweiwertigen Ionen kontra¨re Angaben in der Literatur
[3, 42, 72, 90] . Insgesamt wurden vier verschiedene Pufferbedingungen (FLP-Puffer 4-7)
fu¨r das intramolekulare Assay getestet.
In FLP-Puffer 6 und FLP-Puffer 7 konnte eine Abnahme der Edukt-Kreuzkorrelation
mit steigender FLP-Konzentration gut beobachtet werden. Dieser Zusammenhang wurde
u¨ber weite Bereiche als linear gefunden. Insgesamt war dabei in Puffer 7 (ohne BSA) eine
etwa um 0,4 µM ho¨here FLP-Konzentration no¨tig, um a¨hnliche Ausbeuten wie in Puffer
6 (mit BSA) zu erhalten (Abb. 22).
Fu¨r die intramolekulare Reaktion ist unbedingt die Anwesenheit von zweiwertigen
Ionen erforderlich (hier: 10 mM MgCl2). FLP-Puffer 4 und FLP-Puffer 5 – jeweils oh-
ne zweiwertige Ionen – ergaben keine intramolekulare Rekombinationsaktivita¨t der FLP,
die Kreuzkorrelationsamplituden blieben bei Verwendung dieser beiden Puffer konstant.
Ohne zweiwertige Ionen konnte ein intermolekularer Umsatz (Abschnitt 6.2.3) sehr wohl
detektiert werden. Insgesamt stehen diese Befunde in Einklang mit den Beobachtungen
von Meyer-Leon [90] und Ringrose [72].
Neben der Kreuzkorrelationsanalyse kann als weiterer FCS-Parameter die Diffusionszeit
τd der Moleku¨le betrachtet werden (Abb . 23). Nach dem Schema der Abbildung 19, S. 70
sollte fu¨r den rekombinierten Teil der rot (Cy5 ) markierten Spezies das Molekulargewicht
von 368 bp (242,8 kDA) auf 54 bp (35,6 kDa) abnehmen was einem Faktor von etwa 6,8
entspricht. Fu¨r die Diffusionszeit, in die u¨ber die Formel (6) die Masse der Teilchen in der
3. Wurzel eingeht, bedeutet dies eine Abnahme etwa um den Faktor 1,9. Da am Ende der
Reaktion eine Mischung von Edukten und Produkten vorliegt, wa¨re die ideale Auswer-
temethode hier eine Kurvenanpassung mit zwei Diffusionstermen (2-Komponenten-Fit).
Wegen dem geringen Unterschied der Diffusionszeiten beider Komponenten ist in Na¨he-
rung eine Auswertung durch 1-Komponentenanpassung ausreichend, welche die mittlere
Diffusionszeit aller Komponenten liefert (Tab. 12).
Anders sehen die Verha¨ltnisse im gru¨nen Kanal (Rhodamine green) aus. Die La¨nge des
gru¨n markierten Substrates nimmt bei Rekombination von 368 bp (242,8 kDa) nur auf
314 bp (207,2 kDa) ab, was einem Faktor von 1,17 im Molekulargewicht und 1,05 fu¨r
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Abbildung 22: Messung intramolekularer Rekombination durch Kreuzkorrela-
tionsanalyse
Das Prinzip dieser Messung ist in Abb. 19, S. 70 beschrieben. Es wurden Endpunkt-
messungen durchgefu¨hrt, wobei zu Beginn der Reaktion direkt nach Mischen der Kom-
ponenten und am Ende der Reaktion nach Proteinase K Verdau gemessen wurde. Aus
dem Verha¨ltnis der normierten Kreuzkorrelationsamplituden nachher/vorher wurden die
Eduktkonzentrationen am Ende der Reaktion berechnet (Y-Achse). Dargestellt sind hier
Messungen in FLP-Puffer 6 (◦) und FLP-Puffer 7 (N). Reaktionsbedingungen: 20
nM PCR-Produkt (368 bp, Abb. 21b, S. 74) als Edukt; verschiedene FLP-Konzentrationen
(X-Achse); Messungen: jeweils 20 x 10 sec; Inkubation 2 Std. bei RT; Proteinase K Verdau
mit 1 U fu¨r 1 Std. bei RT; Vol.: 20 µl in Nunc-8-well-Kammer;
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Abbildung 23: Autokorrelationskurven zur Diffusionszeitanalyse
Gezeigt sind die Autokorrelationskurven des roten und gru¨nen Kanals, welche jeweils
auf Teilchenzahl normiert wurden (gestrichelte Linie). dunkelrot und dunkelgru¨n:
Edukte ohne FLP; hellrot und hellgru¨n: Produkte nach Inkubation mit 2 µM FLP und
Proteinase K Verdau; Die Diffusionszeit der roten Teilchen nimmt ab (Pfeil). Reaktion
in FLP-Puffer 6; Bedingungen und Messzeiten wie in Abb. 22 beschrieben.
τD entspricht. Diese geringe zu erwartende Abnahme der Diffusionszeit ist in der Praxis
innerhalb der Fehlergrenzen der Kurvenanpassung kaum auflo¨sbar.
Fu¨r die mittlere Diffusionszeit τD der roten Teilchen ergibt sich unter FLP-Einwirkung
eine Reduktion um den Faktor 1,28 gegenu¨ber der Kontrollreaktion ohne FLP (Tab. 12).
Dies entspricht im wesentlichen dem erwarteten Wert, wenn die Tatsache mit einbezogen
wird, dass es sich hierbei um eine mittlere Diffusionszeit einer Mischung aus Produkten
und Edukten handelt. Dadurch ist also die Umlagerung bzw. Rekombinations des roten
Fluorophors vom langen Edukt auf das ku¨rzere der beiden Produkte besta¨tigt. Die Dif-
fusionszeit der gru¨nen Teilchen verringert sich kaum. Dies entspricht ebenfalls dem oben
errechneten theoretischen Wert. Damit wird belegt, dass der gru¨ne Marker nach erfolg-
reicher Rekombination am zirkula¨ren Produkt sitzt, welches eine a¨hnliche La¨nge, Masse
und Diffusionszeit hat, wie das Edukt.
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Kanal Reaktion τD [ms] Fehler Faktor
rot vor 0,789 ±0,014
nach 0,617 ±0,013
1,28 ±0,05
gru¨n vor 0,598 ±0,016
nach 0,536 ±0,016
1,11 ±0,05
Tabelle 12: Fitwerte der Diffusionsanalyse des intramolekularen Rekombina-
tionsassays
Der Faktor gibt den Unterschied zwischen den Werten vor und nach Reaktion mit
FLP/Proteinase K an.
6.4.2 Intermolekulare Rekombination ist abha¨ngig von der La¨nge der Sub-
strate
FLP bindet an 46 und 104 bp lange Substrate Zur Beobachtung intermoleku-
larer DNA-Rekombination durch FLP mittels Zweifarben-FCS wurden zuna¨chst Experi-
mente mit den kurzen, durch Hybridisierung hergestellten Substraten (46 bp) und mit
den Substraten nach dem modularen System (104 bp) (20) durchgefu¨hrt. Fu¨r alle Strate-
gien zur Verfolgung intermolekularer Rekombination durch auf- oder abbauenden Kreuz-
korrelation (vgl. Tabellen 9 bis 11, S. 69ff) wurden u¨bereinstimmende Messergebnisse
erhalten. Diese belegen, dass FLP kurze Substrate von 46 oder 104 bp intermolekular
bei Verha¨ltnissen von FLP:FRT-half-site von 1:1 bis 50:1 nicht umsetzt. Bei keinem der
vier getesteten Puffersysteme (FLP-Puffer 4-7) traten signifikante Vera¨nderungen in der
Kreuzkorrelation auf.
Zur weiteren Untersuchung dieses Pha¨nomens wurde wurde gekla¨rt, ob die hier verwen-
deten kurzen Substrate u¨berhaupt von FLP gebunden werden. Fu¨r diesen Zweck ist
der Parameter Diffusionszeit hervorragend geeignet. Der Nachweis von Bindung erfolgt
anhand der τD-Zunahme, wobei unterschieden werden kann, ob FLP an das Substrat
bindet, und ob es Holliday-Strukturen gibt. Die molekulare Masse des kurzen Substra-
tes mit 46 bp La¨nge betra¨gt etwa 30,4 kDa, bei Bindung von zwei FLP (a` 48 kDa) an
die FRT-site steigt das Molekulargewicht auf 126,4 kDa, was einem Faktor von 4,2 ent-
spricht. Aufgrund der Beziehung 6 erho¨ht sich die Diffusionszeit τD um den Faktor 1,6.
Bei Existenz von Holliday-Strukturen sind zwei DNA-Substrate zu je 30,4 kDa und vier
FLP-Monomere zu je 48 kDa zu einem Komplex zusammengelagert, haben also insgesamt
ein Molekulargewicht von 252,8 kDa, was dem 8,3 fachen der molekularen Masse eines
einzelnen Substrat-Moleku¨ls entspricht. Dies schla¨gt sich in einer Erho¨hung der Diffusi-
onszeit um den Faktor 2 nieder.
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Substrat FLP τD [ms] Fehler Faktor
FRT+ ohne 0,332 ±0,006
1,21 µM 0,426 ±0,007
1,28 ±0,04
FRT- ohne 0,421 ±0,009
1,21 µM 0,476 ±0,014
1,13 ±0,06
Tabelle 13: Fitwerte der Diffusionszeitanalyse zur Bestimmung der Bindung
von FLP an kurze intermolekulare Substrate
Angegeben sind die mittleren Diffusionszeiten der rot markierten Teilchen. Der Faktor
gibt den Unterschied zwischen den Werten mit und ohne FLP an. FRT+: Substrat mit
FRT-site (46 bp); FRT-: Substrat ohne FRT-site (66 bp); Messung in FLP-Puffer 4;
Substratkonzentration: 13,3 nM, entspricht 26,6 nM FRT-halfsites
Die Analyse der Diffusionszeiten wurde mit zwei unterschiedlichen Substraten vorgenom-
men, die zum einen eine FRT-site enthielten, zum anderen ohne FRT-site waren. Die
Fi tanpassung der Autokorrelationskurven erfolgte mit dem Modell nach Gl. (3) und
liefert zur Bestimmung der FLP-Bindung vo¨llig ausreichende, mittlere Diffusionszeiten
(Tab. 13) der zu erwartenden Spezies
”
ungebundenes Substrat“ und
”
gebundenes Sub-
strat“.
Wie aus den Fitwerten der mittleren Diffusionszeiten (Tab. 13) zu entnehmen ist,
bindet FLP an das Substrat mit FRT-site sta¨rker als an das Kontrollsubstrat ohne FRT-
site. Die gefundene Zunahme der Diffusionzeit um den Faktor 1,28 ±0,04 fu¨r die Bindung
von FLP an die DNA, aber nicht fu¨r die Ausbildung von Komplexen mit vier FLP
und zwei Substraten (Holliday-Strukturen). Insgesamt ergeben die hier durchgefu¨hrten
Messungen also, dass eine Bindung von FLP an kurze DNA-Substrate stattfindet, jedoch
keine Bildung von Holliday-Strukturen und keine intermolekulare Rekombination erfolgt.
FLP bildet Holliday-Strukturen mit 343 bp langen Substraten Um den
Einfluss der DNA-La¨nge auf die intermolekulare Rekombination weiter zu untersuchen,
wurden 343 bp lange Substrate durch PCR hergestellt (Abb. 21c und d) und fu¨r Rekom-
binationsexperimente verwendet. A¨hnlich wie bei den kurzen DNA-Substraten bereits
registriert, belegen die Messergebnisse, dass mit diesen la¨ngeren Substraten keine inter-
molekulare Rekombination stattfindet. Fu¨r die Untersuchung der DNA-Bindung durch
FLP konnte hier die Diffusionsanalyse nicht verwendet werden. Die mit FLP-Bindung
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verbundene Massenzunahme ist aufgrund der hohen Ausgangsmasse der Substrate nur
sehr gering, so dass der Unterschied in der Diffusionsanalyse nicht aufgelo¨st werden kann.
Da jedoch die Bindung von FLP an die kurzen Substrate bereits gezeigt werden konn-
te, wurde hier ebenfalls von einer Bindeaktivita¨t ausgegangen und weiter untersucht, ob
Holliday-Strukturen entstehen (Abb. 24). Dazu kann die Tatsache ausgenutzt werden,
dass die beiden hier verwendeten Substrate verschiedene Farbstoffe tragen. Bei Entste-
hung von Holliday-Strukturen besteht eine Wahrscheinlichkeit von 0,5 fu¨r das Zusammen-
finden von rot markierten mit gru¨n gelabelten Substraten. Die Bildung solcher rot und
gru¨n markierten Holliday-Strukturen (Abb. 24a) sollte sich in einer Erho¨hung der Kreuz-
korrelationsamplitude zeigen. Nach Zugabe von Proteinase K werden die Rekombinase-
Proteine hydrolysiert und die einfach markierten DNA-Moleku¨le wieder getrennt, wenn
keine Rekombination stattgefunden hat. Wie in Abb. 24 gezeigt wird, bilden sich Holliday-
Strukturen aus, wenn 343 bp langen Substrate als intermolekulare Edukte verwendet
werden. Hierbei besteht eine lineare Abha¨ngigkeit von der FLP-Konzentration, die eine
Sa¨ttigung ab einem U¨berschuß von etwa 25 FLP pro FRT-half-site zeigt (Abb. 24b, Inset).
Damit la¨sst sich fu¨r die nanomolaren Konzentrationen, mit denen hier gearbeitet wurde,
feststellen, dass die La¨nge der DNA Substrate einen wichtigen Faktor fu¨r intermolekulare
Rekombination durch FLP darstellt. Bindung erfolgt bereits bei sehr kurzen Substraten
von 46 oder 104 bp, Holliday-Strukturen treten bei 343 bp langen Substraten auf.
La¨ngere intermolekulare Substrate werden von FLP gut umgesetzt Da
die intermolekulare Rekombination durch FLP mit la¨ngeren Substraten im nanomola-
ren Bereich funktioniert (Abschnitt 6.2.3), wurden weitere, la¨ngere Substrate fu¨r das
Zweifarben-FCS-Assay gema¨ß Abb. 21, S. 74 generiert. Erste Versuche mit jeweils endsta¨n-
dig positionierten Fluorophoren (Pos. 1 und 4 in Abb. 21a) zeigten eine Abha¨ngigkeit
der erreichbaren Ausgangs-Kreuzkorrelationsamplitude vom Abstand der Fluorophore.
Je la¨nger die Label voneinander entfernt an der DNA positioniert sind, desto geringer
wird die Kreuzkorrelationsamplitude (Abb. 25).
Dieser Effekt hat Bedeutung fu¨r weiterfu¨hrende Experimente zur Messung intermolekula-
rer Rekombination mit Zweifarben-FCS. Fu¨r die Generierung la¨ngerer Substrate ist zu
beru¨cksichtigen, dass die Fluorophore beidseitig der FRT-site und nicht endsta¨ndig posi-
tioniert werden (Pos. 1 und 2 in Abb. 21, S. 74. Das entwickelte System zur Erzeugung
von Fluorophor-markierten PCR-Produkten ist ideal fu¨r diese Fragestellung und ließe
bei Verwendung eines zweifach markierten Primers leicht die Herstellung (quasi beliebig)
langer Substrate zu, in denen die Label nicht endsta¨ndig sitzen.
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Abbildung 24: Detektion von Holliday-Strukturen
a: Holliday-Strukturen stellen hier kreuzkorrelierende Moleku¨le dar. grau: FLP-Monomer;
b: Kreuzkorrelationsmessungen (grau) und Fitanpassungen (schwarz) von doppelt rot und
doppelt gru¨n markierten 343 bp PCR-Produkten unter Anwesenheit von FLP in unter-
schiedlichen Konzentrationen. c(Edukt) = 21,4 nM; Messung in FLP-Puffer 4; Vol.: 20
µl in 8-well-Nunc-Kammer; Inset: Auftragung der durch Kurvenanpassung ermittelten,
normierten Kreuzkorrelationsamplituden G(0) gegen das eingesetzte FLP:FRT-halfsite
Verha¨ltnis. c: und d: Grafik und Messkurven wie a) und b), jedoch nach Verdau mit 1
U Proteinase K fu¨r 1 Std. bei RT. Normierung der Kreuzkorrelationskurven wie in Abs.
4.4.1 beschrieben;
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Abbildung 25: Einfluss des Abstandes der Fluorophore auf die erreichbare
Kreuzkorrelationsamplitude
blau: Bei einem Abstand der Farbstoffe von 318 bp ergibt sich eine gute Kreuzkorrela-
tionsamplitude. orange Sind die Marker 1.530 bp weit entfernt, sinkt G(0) bereits er-
heblich. schwarz: Fitanpassungen; Normierung der Kurven gema¨ß Abs. 4.4.1; Analyten:
PCR-Produkte verschiedener La¨ngen gema¨ß Abb. 21, S. 74 mit RG und Cy5;
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6.5 Einsatz von FRET zur Beobachtung von Rekombination
Der als Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) bezeichnete strahlungslose Ener-
gieu¨bergang zwischen Fluorophoren durch induzierte Dipol-Dipol-Wechselwirkung wurde
erstmals 1948 von Fo¨rster beschrieben [32]. Das Energie abgebende Moleku¨l wird als Do-
nor bezeichnet, wa¨hrend der Partner dementsprechend Akzeptor heißt. Voraussetzung
fu¨r den Transfer ist die U¨berlappung des Emissionspektrums des Donors mit dem Ab-
sorptionsspektrum des Akzeptors. Fu¨r die Transfereffizienz E besteht folgende Abstand-
sabha¨ngigkeit:
E =
R60
R60 +R
6
(18)
Der tatsa¨chliche Abstand R zwischen Donor und Akzeptor kann bei Kenntnis des cha-
rakteristischen Abstandes R0 aus dem gemessenen Energieu¨bertrag E ermittelt werden.
Neben dem spektralen U¨berlapp und der ra¨umlichen Orientierung der beiden Chromopho-
re gehen auch der Brechungsindex des umgebenden Mediums sowie die Quantenausbeute
des Donormoleku¨ls in die Bestimmung von R0 ein, was die Berechnung absoluter Entfer-
nungen erschwert. In der Praxis wird R0 fu¨r ein gegebenes FRET-Paar daher ha¨ufig als
(bekannte) Konstante betrachtet und bezeichnet konkret denjenigen Abstand, an dem
die Transfereffizienz 50 % betra¨gt (Abb. 27a).
Abha¨ngig vom gewa¨hlten Farbstoffpaar lassen sich Absta¨nde zwischen 1 bis 7,5 nm mit
Hilfe dieses Effektes messen. Diese wichtige Mo¨glichkeit, auch unter physiologischen Be-
dingungen solch geringe Absta¨nde messen zu ko¨nnen, ero¨ffnet der FRET-Methode eine
Vielzahl verschiedener Anwendungen [100].
6.5.1 Prinzip des Systems
In diesem Abschnitt wird eine Strategie vorgestellt, FRET zur Messung von DNA-
Rekombinationsereignissen einzusetzen. Verwendet wurde hier das Donor-Akzeptor-Paar
TAM RA und Cy5, welches einen charakteristischen Abstand R0 von 5,3 nm aufweist [23].
Das Substrat fu¨r die intramolekulare Rekombination wurde durch PCR hergestellt. Die
Positionen der Fluorophore wurden so gewa¨hlt, dass sie sich jeweils innerhalb der core-
Region der FRT-sites befinden (Abb. 26), welche nicht von FLP bedeckt wird. Der Vorteil
dieser Positionierung ist, dass bei Rekombination oder Bildung von Holliday-Strukturen
eine sehr große A¨nderung des Abstandes zwischen Donor und Akzeptor erfolgt. Im Edukt
existiert ein Abstand von ca. 100 nm (316 bp) zwischen den Fluorophoren, wa¨hrend diese
sich in der Holliday-Struktur auf einige wenige nm anna¨hern. Im Produkt wa¨ren die La-
bel an direkt benachbarte Nukleotide des komplementa¨ren Stranges gebunden. Getestet
wurde, inwieweit die Farbstoffe durch ihre ra¨umliche Ausdehnung sterisch die Bindung
von FLP und damit die Ausbildung von Holliday-Strukturen beeinflussen, und ob die
Bildung des hypothetischen Produktes stattfindet.
83
6. PROJEKT A: FLP-REKOMBINASE
TCTAGAAA
core
AGATCTTT
TCTAGAAA
core
AGATCTTT
Cy5
TAMRA
FLP
+
TCTAGAAA
core
AGATCTTT
Cy5
TAMRA
3’
5’
C
AT
T
A
AA
G
T
C
T
T
A
A
G
T
CA T T
A
A
A
G
T
C
T
T
A
A
G
T
5
’3
’
5’
3’
3
’5
’
Cy5
TAMRA
Holliday-Struktur
FLP
Abbildung 26: Das Konzept der Beobachtung von Rekombination durch FRET
oben: Das 368 bp PCR-Fragment wurde mit den Primern Ev3FLP1-int26-Cy5 und
Ev3FLP2-int28-TAMRA hergestellt. mitte: In der Holliday-Struktur kommen sich die
Fluorophore sehr nahe. unten: Das ku¨rzere der beiden Produkte tra¨gt beide Fluorophore
an benachbarten Basen. Die Abbildungen sind nicht maßstabsgetreu.
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6.5.2 Messergebnisse zur Beobachtung von DNA-Rekombination mit FRET
Die Effizienz E des Energietransfers wurde im ConfoCor2 gemessen, wobei zur Bestim-
mung der Helligkeiten η von Donor (D) und Akzeptor (A) der Parameter Za¨hlrate pro
Moleku¨l (counts per molecule, cpm) herangezogen wurde. Die Berechnung erfolgte je-
weils durch Division der mittleren Za¨hlrate durch die Anzahl N der Moleku¨le im Fo-
kus, entnommen aus den Kurvenanpassungen der Autokorrelationen. Kontrollmessungen
wurden durchgefu¨hrt, um Fehler durch U¨bersprechen des gru¨nen Kanals in den roten
Kanal (cross-talk) sowie Rest-Anregung des roten Farbstoffes durch den gru¨nen Laser
(cross-excitation) ausschließen zu ko¨nnen. Dazu wurden PCR-Substrate verwendet, die
entweder nur mit TAMRA oder nur mit Cy5 markiert waren. Die fu¨r diese beiden Sub-
strate gemessenen η im roten Kanal wurden von allen anderen Messungen subtrahiert.
Die Abscha¨tzung des Energietransfers E wurde nach folgender Formel [22] vorgenommen:
E =
ηA
ηA + ηD
(19)
Die fu¨r E gemessenen Wert sind in Abb. 27b dargestellt. Mit steigender FLP-Menge
ist eine Zunahme des Energietransfers zu beobachten, was darauf hinweist, dass die bei-
den Fluorophore durch FLP in ra¨umliche Na¨he gebracht werden. Das in Abb. 26 ge-
zeigte hypothetische Reaktionsprodukt entsteht jedoch nicht. Nach Entfernen der FLP-
Rekombinase durch Proteinase K Verdau konnte wieder der gleiche Energietransfer beob-
achtet werden, den das Edukt alleine bringt (Daten nicht gezeigt). Das hier verwendete
Substrat ist in Sequenz und La¨nge identisch mit dem bisher erfolgreich eingesetzten in-
tramolekularen Substrat. Statt Rhodamine green wurde hier TAMRA benutzt, was aber
fu¨r den Erfolg der Rekombination nicht kritisch sein sollte. Vielmehr ist anzunehmen,
dass die Anwesenheit der Fluorophore in der core-Region sterische Auswirkungen auf
die Weiterreaktion der Holliday-Struktur hat, und damit die eigentliche Rekombination
blockiert wird. Die Entstehung von Holliday-Strukturen und damit die Beobachtung der
Komplexbildung wird dadurch jedoch nicht beru¨hrt.
Zur Abscha¨tzung des Anteils an gebildeten Holliday-Strukturen aus den gemessenen
Transfereffizienzen E wurde die Annahme gemacht, dass es in diesem System genau
zwei Zusta¨nde mit unterschiedlichen Absta¨nden R der Fluorophore gibt: zum einen die
Holliday-Struktur (bzw. den Komplex) mit R1, zum anderen das Edukt mit R2. Fu¨r R1
wurde hier ein Wert von etwa 1,5±1 nm angenommen. In Anbetracht der bekannten
kristallographischen Daten der Holliday-Struktur [18] sowie der
”
linker-La¨nge“ (Abb. 9)
stellt dieser Wert eine plausible Abscha¨tzung dar, selbst unter Beru¨cksichtigung einer
teilweisen Beweglichkeit der beiden Chromophore. Der durch diese Annahme entstehen-
de Fehler ist sehr gering, denn im unteren Bereich von R (0-2,5 nm) ist E fast konstant
(Abb. 27a), und erst oberhalb von 3 nm wird die Abweichung von 1 gro¨ßer als 5 %. Fu¨r
das Edukt ergibt sich – bei Annahme absoluter Steifigkeit des Moleku¨ls – formal mit
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Abbildung 27: Energietransfer und Anteil von Holliday-Strukturen in
Abha¨ngigkeit der FLP-Konzentration
a) nach Gl. (18) berechnete Energie-Effizienz in Abha¨ngigkeit des Abstandes; R0=5,3 nm
(gestrichelt); b) gemessene Transfereffizienz in Abha¨ngigkeit der FLP-Konzentration; c)
Anteil an Holliday-Strukturen in Abha¨ngigkeit der FLP-Konzentration, berechnet nach
Gl. (20); Inkubation des 368 bp PCR-Fragmentes (Abb. 26) in FLP-Puffer 6 und ver-
schiedenen FLP-Konzentrationen, ohne Proteinase K Verdau; Substratkonzentration: 36
nM, entspricht 144 nM FRT-half-sites; Messung im ConfoCor2; Anregung: 514 nm Linie
des Argon-Ionen-Lasers, 25 % Ro¨hrenstrom, 10 % AOTF; Strahlengang: HFT 514, NFT
635, Emissionsfilter: Kanal 1 (rot): LP650, Kanal 2 (gru¨n) BP530-600; Pinhole-Ø: 90
µm;
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3,4 nm Gangho¨he pro DNA-Windung (10,5 bp) und bei einem Fluorophor-Abstand von
316 bp ein Wert von etwa 100 nm. In der Praxis erha¨lt man jedoch bereits fu¨r das Edukt
eine Transfereffizienz von E = 0, 037. Dieser Hintergrund ist durch die Flexibilita¨t der
DNA begru¨ndet und liefert bei Einsetzen in Gl. (18) einen apparenten Abstand R2 von
9,2 nm.
Fu¨r das System kann aus dem gemessen Energieu¨bertrag E ein mittlerer Abstand R
berechnet werden, der sich aus R1 und R2 anteilig zusammensetzt:
6
√
R60 − ER60
E
= R = nR1 + (1− n)R2 (20)
In dieser Gleichung gibt n den Anteil der Spezies mit R1, also der Holliday-Strukturen
an. Setzt man die fu¨r R1 und R2 angenommenen Werte von 1,5 nm und 9,2 nm ein,
ergibt sich die in Abb. 27c dargestellte Abha¨ngigkeit der Komplexbildung (Komplex [%])
von der FLP-Konzentration (Verha¨ltnis FLP:FRT-half-site). Der maximal erreichbare
Anteil an Holliday-Strukturen na¨hert sich etwa 20-25 %. Eine Sa¨ttigung, wie sie bei der
Zweifarben-FCS-Experimenten beobachtet wurde, ist bei diesem Substrat bis zu einem
Verha¨ltnis von 50 FLP-Monomeren pro FRT-half-site nicht zu erkennen.
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6.6 Entwicklung eines in vitro Selektionssystems fu¨r FLP
Die in diesem Abschnitt vorgestellte System zur Vera¨nderung der Substratspezifita¨t der
FLP-Rekombinase beinhaltet eine Selektions-Strategie, die nicht auf Screening basiert
– wofu¨r die weiter oben beschriebenen Assays konzipiert wurden – sondern beruht auf
einer Kombination aus Kompartimentierung, in vitro Expression und Selektion durch
Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung.
6.6.1 Prinzip des Systems
Das Prinzip des Gesamtsystems ist in Abb. 28 dargestellt. Die einzelnen Schritte laufen
wie folgt ab:
• Die Variation des FLP-Gens erfolgt durch Zufallmutagenese mit Fehler erzeu-
gender PCR (
”
error-prone PCR“). Die Fehlerrate kann u¨ber PCR-Bedingungen
eingestellt werden [17, 68]. Damit entsteht eine Bibliothek von unterschiedlichen
Genotyp-Varianten der FLP-Rekombinase.
• Als besondere Form der in vitro Kompartimentierung wird eine Wasser-in-O¨l-
Emulsion benutzt (Abschnitt 6.6.2). Die FLP-Varianten werden dabei auf die wa¨ss-
rigen Reaktionsra¨ume verteilt, so dass statistisch pro Kompartiment genau ein Ge-
notyp vorliegt.
• Expression der einzelnen Genotypen in den Tro¨pfchen wird durch gekoppelte in
vitro Transkription/Translation realisiert (Abschnitt 6.6.3). PCR-Produkte, wie sie
aus der Variation stammen, stellen dabei ideale Templates dar.
• Die Selektion von positiven FLP-Varianten erfolgt durch Genotyp-Pha¨notyp-Kopp-
lung (Abb. 29). Es werden nur diejenigen FLP-Genotypen als
”
positiv“ markiert,
deren zugeho¨riger Pha¨notyp (im gleichen Kompartiment) die vorgelegte FRT-site
rekombinieren konnte.
• Die Amplifikation der als positiv markierten Varianten geschieht durch PCR
(Abb. 29b) nach Extraktion der Gesamt-DNA aus der Emulsion.
Das Konzept der Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung Die Strategie zur Unterschei-
dung aktiver von inaktiven FLP-Varianten basiert auf dem Prinzip der Genotyp-Pha¨notyp-
Kopplung (vgl. Abb. 29). Als Genotyp dient hier ein lineares, durch (error-prone) PCR
hergestelltes DNA-Fragment, welches das FLP-Gen mit T7-Promotor tra¨gt. Beidseitig
wird das Gen durch FRT-sites flankiert, welche gleiche Orientierung haben und flexibel
durch die PCR-Primer einbringbar sind. Die Primer beinhalten zusa¨tzlich jeweils am 5’-
Ende drei Phosphorothioate, die Schutz gegen Exonukleasen bieten [60, 111] und so die
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Abbildung 28: Prinzip der evolutiven Strategie zur Vera¨nderung der Substrat-
spezifita¨t von FLP
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Abbildung 29: Selektion positiver FLP-Varianten durch Genotyp- Pha¨notyp-
Kopplung
a: positiver Fall: das FLP-Gen (Genotyp) wird exprimiert und das FLP-Protein (Pha¨no-
typ) kann die flankierenden FRT-sites umsetzen, was zur Zirkularisierung fu¨hrt. b: Durch
PCR ko¨nnen selektiv zirkularisierte FLP-Gene amplifiziert werden. c: negativer Fall: ein
inaktiver Pha¨notyp kann die FRT-sites nicht umsetzen, und die PCR ergibt kein Produkt.
Stabilita¨t des PCR-Produktes im S-30-Extrakt erho¨hen. Durch in vitro-Expression des
Genotyps wird FLP-Protein synthetisiert, welches den Pha¨notyp repra¨sentiert. Die Ru¨ck-
kopplung auf den Genotyp erfolgt, wenn die gebildete FLP-Rekombinase die FRT-sites
als Substrat erkennen und umsetzen kann. Dabei wird der Genotyp zirkularisiert und
somit als positiv markiert. Inaktive FLP-Mutanten oder Varianten die die vorgegebenen
FRT-sites nicht als Substrat umsetzen ko¨nnen, fu¨hren nicht zu einer Zirkularisierung.
Die Detektion von zirkularisierten Genotypen, die fu¨r aktive Pha¨notypen codieren,
erfolgt durch PCR. Die Primer werden so gesetzt, dass die Amplifikation u¨ber den Ring-
schluss hinweg verla¨uft, so dass lineare Templates (auf die die Primer auch binden) nicht
amplifiziert werden ko¨nnen. Das erhaltene PCR-Produkt tra¨gt so nur die Gene aktiver
FLP-Varianten.
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6.6.2 Wasser-in-O¨l-Emulsionen als ku¨nstliche Biocontainer
Fu¨r die erfolgreiche Anwendung von Wasser-in-O¨l-Emulsionen als Kompartimentierungs-
methode fu¨r die evolutiven Biotechnologie sind folgende Punkte entscheidend:
• Innerhalb der Tro¨pfchen muss sich in vitro-Translation bewerkstelligen lassen.
• Sowohl die hydrophobe Phase (O¨l) als auch die Detergenzien du¨rfen biochemische
Reaktionen in der wa¨ssrigen Phase nicht inhibieren.
• Der Emulgierprozess sollte einerseits schnell genug sein, andererseits so schonend,
dass eingebrachte Biomoleku¨le nicht bescha¨digt werden.
• Da sich statistisch in jedem Kompartiment nur ein DNA-Template befinden soll,
mu¨ssen sich die Volumina der Kompartimente in einem engen Rahmen bewegen,
d.h. die Gro¨ßenverteilung darf nicht zu breit sein.
• Eingesetzte DNA muss aus der wa¨ssrigen Phase intakt zuru¨ckgewonnen werden
ko¨nnen.
Welche Tro¨pfchengro¨ße ist ideal und wie kann sie gemessen werden? Zu
kleineren Durchmessern hin ergibt sich als untere Grenze schlicht der Raumbedarf der
Reaktanden (Ribosomen: 30-40 nm), so dass Tro¨pfchen kleiner als einige hundert nm im
Durchmesser hier biochemisch keinen Sinn mehr machen. Fu¨r die Abscha¨tzung des oberen
Bereiches der optimalen Tropfengro¨ße muss beru¨cksichtigt werden, dass sich genau ein
DNA-Template pro Kompartiment befindet. Bei Annahme eines Tropfendurchmessers
von 2 µm errechnet sich ein Volumen zu 4, 19 · 10−18m3 oder 4,19 fl. Bei einem DNA-
Template (1, 66 · 10−24 Mol) in diesem Volumen ergibt sich eine DNA-Konzentration von
ca. 0,4 nM – eine Konzentration, wie sie fu¨r gekoppelte in vitro-Transskription/Translation
noch ausreichend ist. Mit steigendem Tropfendurchmesser steigt das Volumen und sinkt
die Konzentration in der dritten Potenz. Bereits fu¨r einen Durchmesser von 10 µm erga¨be
sich ein 125-fach gro¨ßeres Volumen, und damit eine um den Faktor 125 geringere DNA-
Konzentration, was schnell zum Erliegen der Transkriptions- und Translationseffizienz
fu¨hrt. Demnach ist die optimale Gro¨ße der Kompartimente nach oben hin sicherlich im
Bereich bis 10 µm angesiedelt.
Zur Bestimmung der Gro¨ßenverteilung sehr kleiner Emulsionen (unter 1 µm) kann dyna-
mische Lichtstreuung eingesetzt werden. Fu¨r gro¨ßere Tro¨pfchen (ab 1 µm) kann der fu¨r
die Messung einzustellende Kompromiss zwischen dem Abstand der Teilchen (> 20 µm)
einerseits und der Anzahl der Teilchen (> 190) im Messvolumen der Streuapparatur an-
derseits kaum noch erreicht werden. Alternativ kann dann auf bildgebende Verfahren z.B.
durch Laser-Scanning-Mikroskopie mit anschließender Partikelerkennung und Ausza¨hlung
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System 1 System 2
O¨l-Phase; Viskosita¨t Mineral-O¨l; 26 cP Isopar M; 1,915 cP
(light white mineral oil) (ein Isoparrafin)
Detergenz Span 80 (4,5% v/v) P/BE-PEO2(1% w/w)
Tween 80 (0,5% v/v)
Emulgation Ultra-Turrax Ultraschall
Gro¨ßenbestimmung Imaging dynamische Lichtstreuung
Tro¨pfchen-Gro¨ße 2 µm 0,24 µm
Tabelle 14: Daten der beiden Emulsions-Systeme
Zum Vergleich: Viskosita¨t von H2O = 0,8904 cP; Alle Viskosita¨ten gelten fu¨r 25˚C,
Angaben in centiPoise; Die Angabe der Tro¨pfchen-Gro¨ße bezeichnet den Durchmesser
der Tro¨pfchen mit dem gro¨ßten Volumenprozentanteil.
durch Software ausgewichen werden.
Besonders im Hinblick auf eine Anwendung von Emulsionen als ku¨nstliche Biocontainer in
Evolutionsexperimenten macht die Volumenprozent-Auswertung Sinn. Dieser Wert gibt
an, welcher Anteil vom gesamten wa¨ssrigen Volumen in Tro¨pfchen eines diskreten Durch-
messerbereiches enthalten ist. Einzelne unerwu¨nscht große Tropfen machen sich dabei
schnell bemerkbar, da sie leicht u¨ber 90 % des Gesamtvolumens beinhalten ko¨nnten. Die
Anwesenheit solcher Tropfen muss fu¨r Systeme zur Evolution unbedingt ausgeschlossen
werden, da innerhalb dieser großen Kompartimente eine Vermischung verschiedener Va-
rianten stattfinden wu¨rde.
Herstellung von Wasser-in-O¨l-Emulsionen und Bestimmung der Gro¨ssen-
verteilung Zur Herstellung von Emulsionen der beschriebenen Gro¨ßenordnung wurden
die folgenden vier, leicht im Labor zuga¨nglichen Methoden eingesetzt: Mischen durch Vor-
texen, Ru¨hren mit Magnetkernen, Ultraschall und Homogenisation mit dem Ultra-Turrax.
Letzteres Gera¨t ist ein Hochgeschwindigkeitsmixer nach dem Rotot-Stator-Prinzip. Als
O¨l/Detergenz-Kombinationen wurden zwei verschiedene Systeme untersucht (Tabelle 14).
Eine erste visuelle Abscha¨tzung der Gro¨ßenverteilung erfolgte lichtmikrokopisch. Da-
bei stellte sich heraus, dass Emulsionen, die durch Mischen im Vortexer oder durch Ru¨hren
mit Magnetkernen hergestellt wurden, noch viele sehr große Tropfen enthielten (Abb. 30),
weswegen diese beiden Herstellungsmethoden als ungeeignet erscheinen. Homogenisati-
on mit dem Ultra-Turrax lieferte fu¨r das viskose Mineralo¨l-System sehr gute Ergebnisse
(Abb. 31 und 32). Das wesentlich du¨nnflu¨ssigere Isoparaffin ließ sich weniger gut durch
2Poly-butylen/ethylen-Polyethylenoxyd-Block-Copolymer, Geschenk von Dr. K. Landfester, MPI fu¨r
Kolloid- und Grenzfla¨chenforschung, Golm, Potsdam
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Abbildung 30: Durch Ru¨hren hergestellte Emulsion im Lichtmikroskop
Lichtmikroskopische Phasenkontrast-Aufnahme einer mit Magnetru¨hrsta¨bchen hergestell-
ten Emulsion im Mineralo¨l/Span80/Tween80 System. Die Tro¨pfchengro¨ße ist sehr he-
terogen, und es sind sehr große Kompartimente vorhanden. Herstellung: 1 min Ru¨hren,
Ru¨hrstab 8x3 mm mit Pivotring, Aufnahme: DIC (differential-interference-contrast), 60x
Wasser-Immersionsobjektiv
die Scherkra¨fte des Homogenisators emulgieren, weswegen hier auf die Anwendung von
Ultraschall zuru¨ckgegriffen wurde.
Die Extraktion von intakter DNA aus den Emulsionen ist fu¨r die Amplifikation po-
sitiver Varianten innerhalb der evolutiven Runden a¨ußerst wichtig. Experimentell wur-
de die Ru¨ckgewinnung in zwei Schritten erreicht. Zuna¨chst wurden die Wassertro¨pfchen
der Emulsion durch Zentrifugation am Boden gesammelt und der O¨l-U¨berstand ent-
fernt. Aus dem Pellet (intakte Tro¨pfchen) konnte die DNA durch kommerzielle PCR-
Aufreinigungskits zuru¨ckgewonnen werden.
Beide untersuchte Emulsionsysteme zeigen eine ausreichend enge Gro¨ßenverteilung.
Sowohl fu¨r das Mineralo¨l- als auch fu¨r das Isopar M - System gilt, dass die Gro¨ße
der Teilchen im optimalen Bereich liegt. Insgesamt ist die Herstellungsmethode durch
Homogenisation mit dem Ultra-Turrax hier jedoch der Ultraschallbehandlung vorzuzie-
hen, da Ru¨ckgewinnung intakter DNA aus der Ultra-Turrax-Emulsion besser verlief. Das
Mineralo¨l-System erfu¨llt damit alle Voraussetzungen fu¨r die Anwendung als Komparti-
mentierungsmethode im hier entwickelten System zur evolutiven Vera¨nderung der FLP-
Rekombinase.
93
6. PROJEKT A: FLP-REKOMBINASE
Abbildung 31: Mit Ultra-Turrax hergestellte Emulsion im Laserscan-
Mikroskop
Gezeigt ist eine Mineralo¨l-Emulsion die das Fluorophor Alexa488 in der wa¨ssrigen Phase
entha¨lt. Dies ist ein Beispiel von Aufnahmen, wie sie zur Analyse der Gro¨ssenverteilung
gemacht wurden. Scan-Gro¨ße 2.048 x 2.048 Pixel (230,3 x 230,3 µm); Auflo¨sung: 0,11
µm pro Pixel; Emulsionsbedingungen: 950 µl Mineralo¨l/Span80/Tween80 (s. Tab. 14), 50
µl wa¨ssrige Alexa488 Lo¨sung (Konz.: 400 nM); Herstellung: 10 sec Ultra-Turrax (T8),
Stufe 5 (ca. 21.000 RPM) in 2 ml
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Abbildung 32: Gro¨ßenverteilung einer mit dem Ultra-Turrax produzierten Mi-
neralo¨l-Emulsion
Zur Bestimmung der Gro¨ßenverteilung wurden aus je 10 Schicht-Aufnahmen (eine da-
von wird in Abb. 31 gezeigt) mit 1 µm Abstand in z-Richtung Mittelwert-Bilder errechnet
und mit dem Programm ScionImage einer Partikelauswertung unterzogen. Die erhaltenen
Fla¨chen wurden unter Annahme einer Kreisform in Durchmesser und Volumen umge-
rechnet. Hier wurden N = 563 Tro¨pfchen ausgewertet und schrittweise in Kategorien von
jeweils 0,4 µm Breite eingeordnet. Aufgetragen ist die reale Anzahl der Tro¨pfchen (linke
Y-Achse) sowie der Anteil der Kategorien am Gesamtvolumen aller Tropfen (Volumen-
Prozent, rechte Y-Achse). Die Auftragung ergibt, dass der gro¨ßte Volumenanteil durch
Tro¨pfchen im 2 µm Bereich repra¨sentiert wird. Emulsionsbedingungen wie in Abb. 31
angegeben.
95
6. PROJEKT A: FLP-REKOMBINASE
230 240 250 260 270
-5
0
5
10
15
20
25
30
35
 Vol. %
V
ol
um
en
-P
ro
ze
nt
Durchmesser [nm]
0
20
40
60
80
100
ku
m
ul
at
iv
 [%
]
 kumulativ
Abbildung 33: Gro¨ßenverteilung einer durch Ultraschall hergestellten
Isoparaffin-Emulsion
Die Analyse der Gro¨ßenverteilung erfolgte hier durch dynamische Lichtstreuung. Aufge-
tragen ist der jeweilige Volumenanteil der Tro¨pfchen am Gesamtvolumen aller Tropfen
(Volumen-Prozent, linke Y-Achse) u¨ber den Durchmesser der Tro¨pfchen. Die kumulativen
Werte sind durch die gepunktete Linie dargestellt (rechte Y-Achse). Es ist zu erkennen,
dass dieses Emulsionssystem aus sehr kleinen, sehr homogenen Tro¨pfchen besteht. Der
gro¨ßte Volumenanteil liegt im Bereich von 0,246 µm, wobei die Gro¨ssenverteilung sehr
scharf ist. Emulsionsbedingungen: 50 µl wa¨ssrige Phase, 950 µl Isopar-M (s. Tab. 14);
Ultraschall-Behandlung 6 x 15 sec auf Eis mit je 10 sec Pause, Gera¨teeinstellung (Bran-
son sonifier 250, Mikrotip): Stufe 1, kontinuierlicher Zyklus; Messverdu¨nnung 1:300 in
IsoparM; Lichtstreuapparatur: AMTEC; Streuparameter: Winkel: 90˚, Wellenla¨nge: 633
nm, T = 25˚C, Brechungsindex 1,437, Viskosita¨t 1,915 cP
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Abbildung 34: Extraktion von DNA aus Emulsionen
Zur U¨berpru¨fung der Ru¨ckgewinnungsrate von DNA aus Emulsionen wurden je 100 fmol
zweier 1.536 bp (Spur 1) und 675 bp (Spur 2) langer linearer DNA Fragmente verwen-
det; Spur 3: Die PCR-Aufreinigung der Mischung beider Fragmente zeigt kaum Verlust;
Spur 4: Beide Fragmente wurden im molaren Verha¨ltnis 1:1 gemischt, im Mineralo¨l-
Span80-Tween80 System emulgiert und dann durch PCR-Aufreinigung extrahiert, was
ebenfalls kaum Verlust zeigt. Emulsionsbedingungen wie in Abb. 32 beschrieben; Spur
5: PCR-Extraktion der gleichen Mischung nach Emulgation im Isoparaffin-System durch
Ultraschall zeigt nur noch Fragmente im 200 bp-Bereich. Emulsionsbedingungen wie in
Abb. 33 beschrieben; M1: 100 bp Marker; M2: 1 Kb+ Marker
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6.6.3 Experimente zur Etablierung eines System fu¨r die gekoppelte in vitro
Transkription/Translation
Fu¨r die in vitro Translation wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Ribosomenextrakt aus
E.coli pra¨pariert [67], der auch als S-30 Extrakt bezeichnet wird. Um als Informations-
tra¨ger DNA anstatt von mRNA verwenden zu ko¨nnen, wurde die Translation mit der
Transkription gekoppelt. Dazu trug hier die eingesetzte DNA einen T7-Promotor, und
T7-RNA-Polymerase wurde ebenso zum Ansatz hinzugefu¨gt wie die vier Ribonukleotide.
Der Aktivita¨tsnachweis der gekoppelten Transkription/Translation wurde experimentell
in zwei Schritte gegliedert und beinhaltete jeweils Fluoreszenzmarker.
Prinzipien der Beobachtung von Transkription und Translation durch Fluo-
reszenz Der Nachweis von mRNA kann allgemein durch Hybridisierung mit spezifischen
Sonden geschehen. Die oft zur Detektion der gebundenen Sonden genutzte Markierung
durch radioaktive Nuklide kann jedoch vermieden werden, wenn die Sonden als moleku-
lare
”
Leuchtfeuer“ (molecular beacons) konzipiert werden (Abb. 35).
Auch zum Nachweis der Translation kann auf radioaktives Arbeiten verzichtet werden.
Die sonst u¨bliche Technik der Autoradiographie nach Inkorporation von 35S-Methionin
wurde hier ersetzt durch die Expression autofluoreszenter Proteine, wie z.B. GFP. Die
Reaktion kann im Fluorimeter online beobachtet werden.
Ziel-R N A
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Abbildung 35: Funktionweise von Molecular Beacons
Molecular beacons wurden 1996 von Tyagi und Kramer vorgestellt [110] und bestehen aus
einem DNA-Oligonukleotid, welches einen intramolekularen Stamm ausbildet. An den 3’-
und 5’-Enden sitzen je ein Quencher und ein Fluorophor, die sich im ungebundenen Zu-
stand des Beacons in enger ra¨umlicher Na¨he befinden. Bei Hybridisierung des Beacons an
komplementa¨re Ziel-RNA vergro¨ßert sich der Abstand zwischen Fluorophor und Quencher
enorm, was zur Aufhebung der Fluoreszenzlo¨schung fu¨hrt.
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Abbildung 36: Beobachtung von in vitro Transkription durch Molecular Beacon
in Lo¨sung
Ausgehend supercoiled Plasmid mit T7-Promotor wurde die Menge der gebildeten m-RNA
u¨ber die Zunahme der Cy5-Fluoreszenz des hybridisierenden molecular beacons u¨ber die
Zeit gemessen. A: Zugabe des molecular beacon; B: Zugabe der T7-RNA-Polymerase;
Reaktionsbedingungen: Template 27 nM; NTP’s je 1 mM Endkonzentration; T7-RNA-
Polymerase 0,67 U/µl; Molecular Beacon 2 µM; T = 37˚C; Excitation 643 nm; Emission
667 nm;
Ergebnisse der Beobachtung von in vitro Transkription in Lo¨sung und in
Emulsionen Der hier verwendete molecular beacon hatte eine La¨nge von 25 nt und war
3’ mit dem Quencher Dabcyl markiert, wa¨hrend an das 5’-Ende der rote Fluoreszenzfarb-
stoff Cy5 gekoppelt war. Die Sequenz wurde so gestaltet, dass die jeweils a¨ußeren fu¨nf Nu-
kleotide einen Stamm ausbilden, wa¨hrend die La¨nge des zur Ziel-RNA komplementa¨ren
Bereiches mit 15 nt das 1,5-fache einer DNA-Windung entspricht. Damit stehen nach
Bindung der Sonde Fluorophor und Quencher in trans, wodurch ihr ra¨umlicher Abstand
mo¨glichst gross ist. Durch Hybridisierung des molecular beacons an ein komplementa¨res,
synthetisches DNA-Oligonukleotid konnte ein Signal-zu-Hintergrund Verha¨ltnis von etwa
1:42 ermittelt werden. Der durch thermische Denaturierung bestimmte Schmelzpunkt des
Beacon alleine lag zwischen 70 und 75˚C. Die in vitro Transkription von RNA in Lo¨sung
konnte durch den molecular beacon im Fluorimeter verfolgt werden (Abb. 36).
99
6. PROJEKT A: FLP-REKOMBINASE
              	       
  
 

  
 

  
 

  
 


  

 

  
 

  
 

  
 
 




 



 
ﬀ

ﬁﬂ
ﬃ
 

!
"
#%$ & ' ( )*& + ,
Abbildung 37: Beobachtung von in vitro Transkription durch Molecular Bea-
con in Emulsionen.
a: Verfolgung der mRNA-Bildung durch Messung der Cy5-Fluoreszenz des Molecular Be-
acon in Emulsion. ¥ Ansatz mit Beacon und mit Template; ◦ Negativkontrolle mit Beacon
jedoch ohne Template; ¥ Negativkontrolle ohne Beacon aber mit Template; Reaktionsbe-
dingungen wie in Abb. 36 beschrieben; Emulsionssystem: O¨l/Span/Tween; Messung der
Emulsionen in 96-well Platten im Plattenlesegera¨t; b: Aufnahme einer Emulsion mit Mo-
lecular Beacon im Laserscan-Mikroskop zu Beginn der in vitro Transkriptions-Reaktion.
Es ist deutlich die Lokalisation des Beacon entlang der Phasengrenze zu erkennen. Re-
aktionsbedingungen wie a), jedoch 100 nM molecular beacon. c: wie (b), jedoch nach ca.
30 min Reaktionszeit. Hier kann bereits eine homogene Verteilung des Beacons innerhalb
der wa¨ssrigen Phase beobachtet werden.
Die in Lo¨sung ablaufende in vitro Transkription wurde analog auch in Emulsionen gemes-
sen. Die Emulsionen wurden nach System 1 (Tab. 14) mit dem Ultra-Turrax hergestellt.
Fu¨r die Demonstration der Transkription durch den Einsatz von molecular beacons im
Emulsionssystem ist zu beru¨cksichtigen, dass die Sonden einen hydrophilen DNA-Teil so-
wie einen hydrophoben Kopf besitzen (Abb. 35, S. 98). Sowohl Cy5 als auch Dabcyl sind
hydrophob, wie die Strukturformeln erkennen lassen (Abb. 9, S. 38). Dadurch findet eine
Lokalisation entlang der Phasengrenze zwischen O¨l und Wasser statt (Abb. 37b), und die
Fluoreszenzlo¨schung ist bereits im ungebundenen Zustand etwas herabgesetzt.
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Abbildung 38: Beobachtung der in vitro Expression von rsGFP und DsRed in
Lo¨sung
Die Fluoreszenz des rsGFP (•, linke Y-Achse) tritt bereits ab 30 Minuten auf, wa¨hrend
die DsRed-Fluoreszenz (•, rechte Y-Achse) mit einer Verzo¨gerung von ca. 190 min ent-
steht. Das Signal-zu-Hintergrund Verha¨ltnis ist beim rsGFP deutlich besser als beim Ds-
Red. Messung im TECAN-Plattenlesegera¨t; Vol. je 50 µl in 96-well Mikrotiterplatte;
T = 37˚C; Filter: GFP: Ex. 485 nm; Em. 535 nm; DsRed: Ex. HQ545/30; Em. 595
nm; Template-Konzentrationen (Plasmide mit T7-Promotor) jeweils 27 nM;
Ergebnisse der Beobachtung von gekoppelter in vitro Transkription/Trans-
lation in Lo¨sung und in Emulsionen Bei der Auswahl eines autofluoreszierenden
Proteins zur Messung von Expression muss bedacht werden, dass das erhaltene Fluores-
zenzsignal zeitlich die Expression des autofluoreszenten Proteins wiedergibt, wobei die
zur Faltung der Polypeptidkette und vor allem zur Reifung des Chromophors beno¨tigte
Zeit enthalten ist. So kommt es, dass die Signale verschiedener autofluoreszente Proteine
etwa gleicher Gro¨ße zeitlich versetzt auftreten ko¨nnen. Hier wurde die gekoppelte in vi-
tro-Transkription/Translation der red-shifted Variante des gru¨n fluoreszierenden Proteins
(rsGFP) und eines rot fluoreszierenden Proteins (DsRed) im Vergleich gemessen (Abb.
38).
Zur Abscha¨tzung des Versta¨rkungsfaktors bzw. der Anzahl der gebildeten Protein-
moleku¨le pro DNA Template Moleku¨l wurde im TECAN-Plattenlesegera¨t eine Eichreihe
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mit kommerziell erha¨ltlichem rsGFP-Protein bekannter Konzentration aufgenommen. Ein
Vergleich der Effizienz von zirkula¨ren und linearen Templates wurde durch die in vitro
Expression von rsGFP in Lo¨sung vorgenommen. Dieses Experiment erbrachte unter An-
wesenheit eines RNase-Inhibitors fu¨r supercoiled Plasmid (pQBI63) einen Versta¨rkungs-
faktor von ca. 46 und fu¨r ein lineares rsGFP-Gen (Gel-aufgereinigtes PCR-Produkt von
pQBI63 mit T7-Promotor) einen Wert von etwa 8 GFP-Moleku¨len pro Moleku¨l an DNA-
Template.
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Abbildung 39: In vitro Expression von rsGFP in Emulsionen
Messung der rsGFP-Fluoreszenz u¨ber die Zeit im Plattenleser. • Emulsion durch Ru¨hren
mit Magnetru¨hrstab hergestellt. ◦ Emulgation durch Ultra-Turrax (10 sec, 21.000 RPM).
Messung von 200 µl Emulsion in 96-well Platte; Messparameter und Templatekonzentrati-
on wie in Abb. 38 erla¨utert. Inset: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Emulsion
nach Ablauf der in vitro Translation von rsGFP.
Eine Beobachtung der in vitro Expression von rsGFP mit Hilfe des hier pra¨parierten S30-
Extraktes erfolgte auch in Emulsionen. Fu¨r einen Vergleich der Effizienzen zwischen der
Expression in Lo¨sung und in Emulsionen ist zu beachten, dass bei Fluoreszenzmessungen
von Emulsionen im Fluorimeter zusa¨tzliche Effekte wie Streuung und Sedimentation der
Tropfen eine Rolle spielen. Die Expression von rsGFP in Emulsionen konnte hier sowohl
durch die zeitliche Registrierung der Fluoreszenzintensita¨t im Plattenlesegera¨t als auch
durch Fluoreszenzmikrokopie beobachtet werden (Abb. 39). Die Emulgiermethode hat da-
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bei einen deutlichen Einfluss auf die in vitro Translationseffizienz. Durch Verwendung des
Ultra-Turrax konnte eine optimale Gro¨ßenverteilung (Abb. 31 und 32) erreicht werden,
was fu¨r die Anwendung im der Evolution das deutlich wichtigere Kriterium ist, als op-
timale Expressionseffizienzen. Die hier beobachtete Aktivita¨t der Ultra-Turrax-Emulsion
ist vo¨llig ausreichend, wenngleich auch geringer als die der durch Ru¨hren hergestellten
Emulsion.
6.6.4 Ergebnisse der experimentellen U¨berpru¨fung des Konzeptes der Genotyp-
Pha¨notyp-Kopplung
Test mit von außen zugefu¨gtem FLP Das Funktionsprinzip der Markierung des
FLP-Genotyps durch Zirkularisierung nach erfolgreicher Rekombination durch den akti-
ven Pha¨notyp (Abb. 29, S. 90) wurde hier zuna¨chst ohne in vitro Expression, sondern
mit von außen zugegebenem FLP-Protein u¨berpru¨ft. Dadurch konnte die Sensitivita¨t
der Detektions-PCR getestet werden. Zu diesem Zweck wurde das Substrat mit zwei
FRT-sites gema¨ß Abb. 29 mit einem 25fachen U¨berschuß an FLP pro FRT-halfsite in
FLP-Puffer 6 umgesetzt. Die extrahierte Gesamt-DNA wurde in einer Verdu¨nnungsreihe
als Template fu¨r die Detektions-PCR eingesetzt (Abb. 40).
Abbildung 40: Detektions-PCR nach Rekombination mit von außen zugefu¨hr-
tem FLP
Von 10 µl extrahierter Gesamt-DNA wurden 9 µl unverdu¨nnt fu¨r die Detektions-PCR
eingesetzt (Spur 1). Die Template-Verdu¨nnungsreihe wurden in 10er Schritten von 1:10
bis hin zu 1:107 pipettiert (Spuren 2-8). Eine Negativkontrolle nur mit Rekombinations-
Edukt erbringt kein PCR-Produkt (Daten nicht gezeigt). M: GeneRuler 1 kb Marker;
Bei der hier eingesetzten DNA-Konzentration von 0,4 nM und einem Reaktionsvolu-
men von 50 µl ergibt sich eine Gesamtzahl von 1, 2 × 109 Eduktmoleku¨len. Liegt das
Reaktionsgleichgewicht der Rekombination in der Mitte, wa¨ren 6 × 108 zirkula¨re Re-
kombinationsprodukte zu erwarten. Die in Abb. 40 gezeigte Detektions-PCR lieferte bis
zu einer Verdu¨nnung von 1 zu 104 ein Signal. Das bedeutet fu¨r die hier vorgenommene
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Abscha¨tzung, dass ca. 60.000 Template-Moleku¨le durch eine Amplifikation mit 30 Zy-
klen erfasst wurden, was ein durchaus realistischer und u¨blicher Wert ist. Damit gilt die
Detektions-PCR als empfindlich genug.
Test mit im Ansatz in vitro translatiertem FLP In diesem Experiment wurde
die in vitro Expression von aktiven und inaktiven FLP-Varianten in getrennten Ansa¨tzen
vorgenommen und untersucht, ob eine Unterscheidung beider Varianten durch Detektions-
PCR nach Genotyp-Pha¨ntoyp-Kopplung mo¨glich ist.
Abbildung 41: Detektions-PCR nach Rekombination mit im Ansatz in vitro
translatiertem FLP – in Lo¨sung und in Emulsionen Die beiden Konstrukte wt-
FLP und Y343S-FLP wurden in zwei getrennten Gefa¨ßen in vitro exprimiert und somit
der Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung nach dem oben vorgestellten Konzept unterworfen. Bei-
de Konstrukte enthielten die wt-FRT-site. Nach der Inkubation wurde die DNA extrahiert
und eine Detektions-PCR mit den Primern Ev4FLP1 und Ev4FLP2 zur Amplifikation des
zyklischen Excisionsprodukts gefahren. links: Ansa¨tze in Lo¨sung; Spur 1: im wt-FLP-
Ansatz kann die erfolgreiche Rekombination mit dem 1.539 bp PCR-Produkt nachgewie-
sen werden; Spur 2: im Y343S-FLP-Ansatz entsteht kein Produkt; rechts: Ansa¨tze wie
links, jedoch in Emulsion; Spur 3: der wt-FLP-Ansatz erzeugt auch in Emulsion aktives
FLP, dessen Rekombinationsprodukt ebenfalls durch das 1.539 bp PCR-Produkt nachge-
wiesen werden kann; Spur 4: der Y343S-FLP-Ansatz zeigt in Emulsionen keine Aktivita¨t;
M: GeneRuler 1 kb Marker
Als aktive Variante wurde das FLP-Gen verwendet, welches fu¨r den wt-FLP Pha¨notyp
codiert. Die Simulation der inaktiven Variante erfolgte mit dem Gen fu¨r Y343S-FLP,
einer in der Literatur ha¨ufig verwendeten Rekombinations-defizienten Mutante [84], bei
der das fu¨r den Mechanismus wichtige Tyrosin an Position 343 durch Serin ersetzt wird.
Beide Gene waren Codon optimiert fu¨r E.coli (Abschnitt 6.2). Bei der Herstellung der
Konstrukte fu¨r die Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung (Abb. 29) wurden die FRT-sites in ihrer
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wt-Sequenz (Abb. 10a) eingebracht. Die in vitro Expression erfolgte zu einem direkt in
Lo¨sung, zum anderen nach vorhergehender Emulgation (Abb. 41).
Wie in Abbildung 41 gezeigt wird, ist in vitro translatiertes FLP sowohl in Lo¨sung
als auch in Emulsion aktiv, und die Menge des gebildeten FLP-Enzyms reicht fu¨r die
hier konzipierten Evolutionsstrategien vollkommen aus. Die Faltung des FLP-Proteins
verla¨uft demnach korrekt. Die Pufferbedingungen des S30-Extraktes und des Reaktions-
mixes sind fu¨r die durch FLP katalysierte Rekombination geeignet, so dass die vorgeschla-
gene Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung direkt im Translationsansatz mo¨glich ist. In der Emul-
sion enthaltene Detergenz- und O¨l-Komponenten sind in Bezug auf die FLP-Aktivita¨t als
inert anzusehen. Die verwendete niedrige Substratkonzentration von 400 pM stellt kein
Hindernis fu¨r die Substraterkennung und -bindung sowie den intramolekularen Umsatz
dar. Diese Konzentration entspricht derjenigen, die notwendig ist, um in Emulsionen mit
2 µm mittlerem Tro¨pfchendurchmesser statistisch ein Template pro Kompartiment zu
erhalten.
Durch Detektions-PCR konnte die aktive (wt-) FLP-Variante von der inaktiven (Y343S)
Variante ganz deutlich unterschieden werden. Die entwickelte Gesamtstrategie zur Selek-
tion von FLP-Varianten basierend auf einer Kombination von Kompartimentierung, in
vitro Expression und Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung mit anschließender Detektions-PCR
funktioniert demnach gut.
6.6.5 weiterfu¨hrende Experimente
Weiterfu¨hrende Experimente zur Bestimmung der Selektionsleistung des Systems sind
jetzt noch erforderlich. Dazu sind zuna¨chst Mischungen von aktiven und inaktiven FLP-
Varianten in der Emulsion einzusetzen, um zu testen bis zu welchem Hintergrund an
negativen Spezies noch positive detektiert werden ko¨nnen. Bei Sequenzierung der am-
plifizierten Gene ergeben sich dann gleichzeitig auch Hinweise auf die Trennleistung der
Emulsion.
Fu¨r die Anwendung des gesamten System zur evolutiven Vera¨nderung von FLP muss
als einzige Technik noch die Fehler erzeugende (error prone) PCR hinzugenommen wer-
den, fu¨r die verla¨ssliche Protokolle existieren [17, 68]. Dieser Schritt kann direkt bei der
Generierung der Substrate eingebaut werden.
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7 Projekt B: Topoisomerase II
Topoisomerase II und Tumortherapie
Als Informationstra¨ger und Biopolymer liegt DNA in der Zelle in verschiedenen topologi-
schen Zusta¨nden vor. Die A¨nderung dieser DNA-Topologie ist essentiell wichtig fu¨r viele
Prozesse wie Transkription, Replikation oder Kondensation von Chromosomen und wird
durch DNA-Topoisomerasen katalysiert [78, 118, 119]. Es sind Topoisomerasen des Typs
I und II zu unterscheiden [9], wobei sich alle folgenden Ausfu¨hren und die Experimente
dieser Arbeit mit der Topoisomerase II bescha¨ftigen. Dieses Enzym wird in proliferie-
renden Zellen, zu denen besonders Krebszellen geho¨ren, in hohem Maße beno¨tigt und
gebildet. Die Hemmung von Topoisomerase II hat sich als ein wirksamer Angriffspunkt
fu¨r die Therapie von etlichen unterschiedlichen Tumoren erwiesen [57, 107, 117]. Nun
ist es jedoch nicht so, – wie man leicht denken ko¨nnte – dass die reine Inhibierung der
Topoisomerase-Aktivita¨t unmittelbar zum Absterben der Zellen fu¨hrt. Ein Teil der In-
hibitoren, die in vitro die Topoisomerase II effizient blockieren, haben sich in vivo als
vo¨llig wirkungslos erwiesen [117]. Die tatsa¨chlichen Verha¨ltnisse gestalten sich also etwas
komplizierter.
Der Grund fu¨r die unterschiedliche Wirksamkeit von Substanzen ist, dass es zwei ver-
schiedene Arten von Topoisomerase-Inhibitoren gibt (Abschnitt 7.1). Die Klassifizierung
der Inhibitoren erfolgt dabei anhand der Angriffsstelle innerhalb des katalytischen Zyklus
der Topoisomerase II (s.u.).
Da die Inhibitoren der beiden Klassen vo¨llig unterschiedliche pharmakologische Bedeu-
tung haben, existiert ein grosses Interesse an der Entwicklung von Screening-Methoden,
die die Entdeckung und Klassifizierung von neuen Topoisomerase II Inhibitoren ermo¨gli-
chen. In der Literatur wird eine Reihe von Ansa¨tzen beschrieben [7, 43, 109], die jedoch
alle in einem oder mehreren Punkten unbefriedigend erscheinen. Besonders das Erfor-
dernis des hohen Probendurchsatzes bereitet mit den bisher angewandten Methoden oft
Probleme, da ha¨ufig Separationstechniken wie z.B. Elektrophorese oder Chromatographie
zum Einsatz kommen.
Im Rahmen dieser Arbeit hingegen wurde ein Topoisomerase-II-Inhibitionsassay entwi-
ckelt, welches gut zum Einsatz der Zweifarben-FCS als alternative Detektionsmethode
geeignet ist. Die Einfu¨hrung in den katalytischen Zyklus und die detaillierte Beschrei-
bung der Inhibitorklassen erfolgt im folgenden Abschnitt 7.1. Das entwickelte Assay, die
Strategie dahinter sowie die verwendeten Substrate und Modellsubstanzen werden unter
Punkt 7.2 erkla¨rt. Die Messergebnisse der Kreuzkorrelationsanalyse werden schließlich
im Abschnitt 7.3 gezeigt.
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Abbildung 42: Topoisomerase II: Modell des katalytischen Zyklus
Die drei Untereinheiten sind farbig abgebildet, wobei diejenige mit ATPase-Aktivita¨t gelb
dargestellt ist. 1 und 2: reversibles Binden des ersten DNA-Substrates; 3: nach Bindung
von ATP kann das zweite Substrat gebunden werden; 4: der U¨bergangs-Zustand: nach
Konformationsa¨nderung liegt das erste Substrat gespalten vor und ist kovalent an die
Topoisomerase gebunden, wa¨hrend das zweite Substrat intakt ist und im Protein-DNA-
Komplex fest - jedoch nicht kovalent - gebunden vorliegt; 5: das zweite Substrat wird
durch den Spalt im ersten Substrat transportiert; 6: mit Freigabe des zweiten Substrates
und Religation des ersten Substrates schließt sich unter Abgabe von ADP und Pi der
katalytische Zyklus
7.1 Eigenschaften von Topoisomerase II und ihrer Inhibitoren
Der katalytische Zyklus der DNA-Topoisomerase II ist in Abb. 42 dargestellt. Das im
Zellnukleus lokalisierte Enzym katalysiert die Katenierung/Dekatenierung zweier DNA-
Doppelstra¨nge. Wa¨hrend der Reaktion wird in ein DNA-Substrat voru¨bergehend ein
Doppelstrangbruch eingefu¨hrt, durch den das zweite DNA-Substrat gefu¨hrt wird. Seinem
Mechanismus entsprechend hat das Enzym eine Bogen- bzw. Tor-fo¨rmige Struktur und
besteht aus einem Dimer mit jeweils drei Untereinheiten pro Monomer [8, 10, 11]. Eine
der Untereinheiten besitzt eine ATPase-Aktivita¨t. Der eigentliche Mechanismus verla¨uft
a¨hnlich wie der der FLP-Rekombinase u¨ber einen nukleophilen Angriff durch Tyrosin-OH.
Jedoch wird nur ein Substrat geschnitten, und die 5’-OH Enden der DNA greifen nicht an
einem anderen Strang an (Rekombination) sondern am eigenen (Religation). Die Topo-
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Abbildung 43: Strukturformeln der verwendeten Topoisomerase-Inhibitoren
isomerase II Reaktion la¨uft unter ATP-Verbrauch ab, wa¨hrend die FLP-Rekombination
unabha¨ngig von ATP ist. Auch die U¨bergangszusta¨nde sowie die Strukturen der Enzyme
unterscheiden sich.
Inhibitoren der Topoisomerase II
Es sind etliche Inhibitoren bekannt, die die Reaktion der DNA-Topoisomerase II blockie-
ren. Je nach Angriffspunkt innerhalb des katalytischen Zyklus werden die Inhibitoren in
zwei verschiedene Klassen eingeteilt. Die erste Klasse von Inhibitoren wird als katalyti-
sche Inhibitoren bezeichnet [2], sie entha¨lt Substanzen, die den katalytischen Zyklus vor
der Bildung des U¨bergangszustandes blockieren. Im Gegensatz dazu steht eine Klasse von
Substanzen, welche den U¨bergangszustand (Nr. 4 oder Nr. 5 in Abb. 42) zu stabilisieren
vermo¨gen. Solche Hemmer werden Topoisomerase-Gifte genannt. Die Topoisomerase-
Gifte sind von besonders großem Interesse in der Pharmakologie, denn sie gelten als Zyto-
statika und werden in der Tumorbehandlung eingesetzt. Die Blockierung der Religation
durch Topoisomerase-II-Gifte fu¨hrt zur Akkumulation des U¨bergangszustandes. Dieser
große, kovalente DNA-Protein-Komplex stellt jedoch eine massive DNA-Scha¨digung mit
Strangbruch dar, die u¨ber DNA-Reparatursysteme letztendlich zur Apoptose der betrof-
fenen Zelle fu¨hrt, wobei der genaue Mechanismus noch nicht im Detail aufgekla¨rt ist
[55].
Es sind einige Topoisomerase-Gifte bis hin zum Medikament entwickelt worden, an-
dere befinden sich in den klinischen Testphasen [44]. Pharmakologisch stellen katalytische
Inhibitoren und Topoisomerase-Gifte Antagonisten dar, da sie gegenla¨ufige Effekte her-
vorrufen. Zytostatisch besonders wirksam sind die Topoisomerase-Gifte, wa¨hrend sich
manche katalytische Inhibitoren in klinischen Studien als nicht zytotoxisch gezeigt ha-
ben und teilweise sogar zur Verminderung von Nebenwirkungen der Topoisomerase-Gifte
verabreicht werden.
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katalytische Inhibitoren Topoisomerase-Gifte
Wirkungsweise: blockieren die hemmen die
DNA-Bindung Religation,
U¨bergangszustand: wird nicht gebildet akkumuliert
Beispiele: Novobiocin m-AMSA
Merbarone Etoposid
Bisdioxopiperazine (ICRF-187) Doxorubicin
Fostriecin Actinomycin D
Aclarubicin cis-Platin
Tabelle 15: Topoisomerase-II-Inhibitoren
7.2 Konzept des Topoisomerase II Inhibitionsassays fu¨r die
Zweifarben-FCS
Die Basis fu¨r die Identifizierung von Topoisomerase-Giften ist es, innerhalb des kataly-
tischen Zyklus die pharmakologisch bedeutende Akkumulation des U¨bergangszustandes
nachzuweisen. Da bei der Zweifarben-FCS messtechnisch der Anteil zweifarbig markierter
Spezies vom Hintergrund der einfarbigen Moleku¨le isoliert werden kann, ist die Trennung
zweier verbundener Fluorophore sensitiv detektierbar. Diese Tatsache wurde zur Messung
der Akkumulation des U¨bergangszustandes ausgenutzt, denn dieser entha¨lt ein gespalte-
nes Substrat, welches vorher intakt war.
a
b
c e f
d
Abbildung 44: Das Prinzip des Topoisomerase-II-Inhibitionsassays
a: die Substrate in einem Puffer mit ATP; b: Zugabe von Topoisomerase II und m-AMSA;
c: Akkumulation des intermedia¨ren Komplexes; d: Zugabe von Proteinase K; e: Zerfall
des Komplexes und Abbau der Proteinkomponente; f: freigelegte DNA
Die Substrat-Moleku¨le ergeben eine Ausgangs-Kreuzkorrelationsamplitude, die abnimmt,
wenn die doppelt markierten DNA-Moleku¨le geschnitten werden. Da die Spaltung alleine
zur Detektion nicht ausreicht, sondern die Bruchstu¨cke wirklich unabha¨ngig voneinan-
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RG -5’-GATCCAAGCTAAAGTTATATAACTTTATTCAAGGTCGA-3’
3’-CTAGGTTCGATTTCAATATATTGAAATAAGTTCCAGCT-5’- Cy5
Abbildung 45: DNA-Substrat fu¨r das Topoisomerase-II-Inhibitionsassay
der diffundieren mu¨ssen, muss beru¨cksichtigt werden, dass die Topoisomerase II kova-
lent u¨ber Phosphotyrosyl-Bindungen mit den 5’-Enden der gespaltenen DNA verbunden
bleibt. Diese unabha¨ngige Diffusion wurde a¨hnlich wie bei der FLP-Rekombinase durch
den proteolytischen Verdau der Proteinkomponente (Topoisomerase) des Protein-DNA-
Komplexes erreicht. So konnte nach Zugabe von Proteinase K die DNA freigelegt und
durch Kreuzkorrelationsanalyse beurteilt werden, zu welchem Anteil Doppelstrangbru¨che
vorlagen.
Voraussetzung fu¨r die Realisierung dieses Messkonzeptes ist die zweifarbige Markierung
des DNA-Substrates. Das Substrat wurde durch Hybridisierung der komplementa¨ren Oli-
gonukleotide RG-TOPO-up und Cy5-TOPO-down erzeugt, welche jeweils am 5’-Ende mit
den synthetischen Fluorophoren Rhodamine green bzw. Cy5 markiert als Auftragssyn-
these bezogen wurden. Die Sequenz des 38 bp langen, linearen Substrates wurde aus
der Publikation von Freudenreich und Kreuzer 1994 u¨bernommen, die dieser Sequenz
eine besonders gute, von m-AMSA induzierbare Spaltbarkeit durch Topoisomerase II zu-
schreibt [33]. Fu¨r die Messungen im Rahmen dieser Arbeit wurde aus T4-Phagen isolierte
3DNA-Topoisomerase-II verwendet. Diese kann als Modell fu¨r andere aus Sa¨ugetierar-
ten (mammalian) stammende Topoisomerasen betrachtet werden [65, 66]. Als bekannter,
kommerziell erha¨ltlicher katalytischer Inhibitor der Topoisomerase II gilt Novobiocin, wel-
ches ein ATP-Analogon darstellt und durch Kompetition mit ATP die Bindung von DNA
an das Enzym hemmt [36, 39, 76, 105]. Die in der Literatur beschriebene und ha¨ufig als
Topoisomerase-Gift eingesetzte Substanzm-AMSA (Amsacrine) ist ebenfalls kommerziell
erha¨ltlich [16, 102, 112].
Mit den beiden verschiedenen Inhibitor-Typen Novobiocin und m-AMSA (Abb. 43)
wurde das vorgestellte Konzept zur Identifizierung neuer Topoisomerase-II Hemmer ex-
perimentell etabliert. Je nach Inhibitor sind dabei drei Situationen denkbar:
• Mit einer wirkungslosen Substanz (oder auch unter Abwesenheit jeglichen Inhibi-
tors) wird der katalytische Zyklus (Abb. 42) durchlaufen, wobei Doppelstrangbru¨che
immer nur voru¨bergehend entstehen. Der Anteil des U¨bergangszustandes ist dabei
sehr klein, was sich in einer geringen Abnahme der Kreuzkorrelations-Amplitude
nach Proteinase K Verdau bemerkbar macht.
• Unter Einwirkung eines Topoisomerase-Giftes wie z.B. m-AMSA akkumuliert der
3Geschenk von Dr. K. Kreuzer, Duke University, Durham, NC, USA
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Protein-DNA-Komplex des U¨bergangszustandes. Proteolyse mit Proteinase K kann
dann maximal zu einer Abnahme der Kreuzkorrelationsamplitude G(0) von 50 %
gegenu¨ber des Ausgangswertes fu¨hren, da immer nur eines der beiden Substrate
geschnitten wird.
• Ein katalytischer Inhibitor wie z.B. Novobiocin ruft eine schwache bis gar keine
A¨nderung in G(0) hervor, da die Substrate von der Topoisomerase nicht gespalten
werden.
7.3 Messergebnisse zur Unterscheidung verschiedener
Topoisomerase-II Inhibitoren durch Zweifarben-FCS
Die experimentelle U¨berpru¨fung der drei vorgestellten Situationen erfolgte im ConfoCor2.
Als Substrat diente die in Abbildung 45 vorgestellte, kurze lineare DNA. Die Reaktions-
bedingungen orientierten sich an dem von Freudenreich und Kreuzer beschriebenen Pro-
tokoll [33]. Da die dort verwendete Substratkonzentration von 100 nM etwas zu hoch fu¨r
die FCS-Messung ist, wurde eine Mischung aus 50 nM ungelabeltem und 50 nM doppelt
gelabeltem Substrat verwendet. Fu¨r die Beobachtung von relativen A¨nderungen in der
Kreuzkorrelationsamplitude ist es unerheblich, zu welchem Anteil vollsta¨ndig ungelabelte
Moleku¨le vorliegen.
Die Abbildung 46 zeigt sehr scho¨n, dass das hier entwickelte Assay zur Unterscheidung
verschiedener Topoisomerase II Inhibitoren funktioniert. Es wird zuna¨chst deutlich, dass
im normalen katalytischen Zyklus der Topoisomerase im Mittel etwa 15 % der Protein-
DNA-Komplexe ein Substrat im geschnittenen Zustand enthalten. Durch den Verdau mit
Proteinase K verschiebt sich die Lage der Kurven nach links, was durch die schneller
diffundierende DNA erkla¨rt werden kann. Die zusa¨tzlich vorgenommene Auswertung der
Autokorrelationskurven des gru¨nen Kanals ergab eine Abnahme der Diffusionzeiten τD
um den Faktor 1,66 nach Proteinase K Verdau. Damit ist zum einen bewiesen, dass die
DNA unter Normalbedingungen an die Topoisomerase II gebunden ist. Zum anderen
wird dadurch natu¨rlich auch die Aktivita¨t der Proteinase K besta¨tigt. Dies dient quasi
als interne Kontrolle, denn der proteolytische Verdau ist eine wesentliche Komponente
der gesamten Assay-Strategie (Abb. 44). Ohne Verdau durch Proteinase K vera¨ndern sich
die Kreuzkorrelationskurven nicht (Daten nicht gezeigt).
Der normale Anteil an U¨bergangszustanden von 15 % vera¨ndert sich durch die Anwesen-
heit der beiden verwendeten Inhibitoren in vo¨llig verschiedener Weise. Der katalytische
Inhibitor Novobiocin senkt den Grundanteil an Komplexen auf fast Null ab. Unter Ein-
wirkung dieser Substanz bleibt die Kreuzkorrelation des Substrates vor und nach der
Reaktion konstant (Abb. 46b). Das bedeutet, dass Novobiocin die Bildung des U¨ber-
gangszustandes vollsta¨ndig verhindert. Ein zusa¨tzlicher Vergleich der Lage der Kurven
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Abbildung 46: Unterscheidung verschiedener Topoisomerase-II Inhibitoren
durch Zweifarben-FCS Messungen
Dargestellt sind jeweils Messungen direkt nach Ansetzen der Reaktion (vorher) und nach
Inkubation und Verdau mit 1 U Proteinase K (nachher). blau: Kreuzkorrelationskurven;
schwarz: Fitanpassungen; Reaktionbedingungen: 50 nM unmarkiertes Substrat, 50 nM
doppelt markiertes Substrat, 400 nM T4-Topoisomerase-II; Messzeit 10 x 10 sec; Die
dargestellten Kurven sind Mittelwerte aus jeweils zwei unabha¨ngigen Messungen; a) mit
12 µM m-AMSA; b) mit 1 mM Novobiocin; c) ohne Inhibitor; d) Der mittlere Anteil
von U¨bergangszustand-Komplexen wurde aus der Abnahme der Kreuzkorrelation berech-
net, wobei beru¨cksichtigt wurde, dass die Amplituden G(0) maximal auf 50 % des Aus-
gangswertes fallen ko¨nnen.
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vorher und nachher zeigt, dass sich die Diffusionszeiten kaum a¨ndern. Hier ergab die
τD Bestimmung durch Fitanpassung der Autokorelationskurven (gru¨n) eine Abnahme
um den Faktor 1,08. Dies deutet darauf hin, dass durch Novobiocin nicht nur die Kom-
plexbildung verhindert wird, sondern auch die Anlagerung der Topoisomerase II an das
Substrat minimiert wird. Da die Substratbindung ein ATP-abha¨ngiger Prozess ist (Abb.
42), entsprechen die hier gemachten Beobachtungen fu¨r das ATP-Analogon Novobiocin
dem in der Literatur angegebenen Wirkmechanismus u¨ber Kompetition mit ATP um die
Bindungsstelle an der ATPase-Untereinheit.
Das Topoisomerase-Gift m-AMSA bewirkt eine wesentlich sta¨rkere Absenkung der Kreuz-
korrelationsamplitude (Abb. 46c). Der gemessene Anteil an Komplexen, die ein geschnit-
tenes Substrat tragen, erho¨ht sich hier auf 66 %. Dieser hohe Wert zeigt, dass viel mehr
Substrate in geschnittener Form vorliegen, als es ohne Inhibitor der Fall ist (dort: 15 %).
Dadurch wird die durch Topoisomerase-Gifte stattfindende Akkumulation der Interme-
diate sehr scho¨n belegt. Die zusa¨tzliche Auswertung der Diffusionzeiten aus den zugeho¨ri-
gen Autokorrelationskurven (gru¨ner Kanal) ergeben hier eine Abnahme um den Faktor
1,69 nach Verdau durch Proteinase K. Dieser Wert entspricht ziemlich genau dem fu¨r
die Situation ohne Inhibitor gefundenen Faktor. Die absoluten Diffusionszeiten τD fu¨r die
vorher-Messungen mit m-AMSA und ohne Inhibitor sind mit 0,176 ms identisch. Dies
zeigt, dass die DNA auch im normalen katalytischen Zyklus von der Topoisomerase II
vollsta¨ndig bedeckt ist, denn die Akkumulation der Intermediate durch m-AMSA fu¨hrt
zu keiner weiteren Massenzunahme der gebundenen Substrate gegenu¨ber der Situation
ohne Inhibitor. Auch nach Proteinase K Verdau sind die τD fast identisch fu¨r die Ansa¨tze
mit und ohne Inhibitor, und besitzen Werte von etwa 0,105 ms. Dies zeigt, dass dann
u¨berall nur noch freie DNA vorliegt. Der etwas ho¨here Anteil an gespaltener DNA im
m-AMSA-Ansatz gegenu¨ber dem Ansatz ohne Inhibitor kann gema¨ß Gl. (6) durch den
geringen Massenunterschied zwischen gespaltenem und ungespaltenem Substrat in der
Autokorrelationsanalyse hier nicht aufgelo¨st werden.
Die Daten zeigen insgesamt, dass die hier entwickelten Methode fu¨r die Unterscheidung
verschiedener Topoisomerase-Inhibitor-Typen sehr gut geeignet ist.
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Abbildung 47: Konzentrationsreihen von m-AMSA und Novobiocin
a: Komplexbildung in [%] gegen die Konzentrationen von m-AMSA in linearer Skalie-
rung aufgetragen; b: Novobiocin Konzentrationsreihe; c: wie (a) und (b) jedoch Inhibitor-
Konzentrationen in logarithmischer Skalierung aufgetragen, ¥ m-AMSA, • Novobiocin;
Reaktionsbedingungen und Berechnung der Komplexanteile wie in Abb. 46
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Konzentrationsreihen zur Berechnung der IC50 Werte
Um die unterschiedliche Wirkung der beiden Inhibitoren eingehender zu untersuchen,
wurden jeweils verschiedene Konzentrationen getestet (Abb. 47). U¨ber die Konzentrati-
onsabha¨ngigkeit kann die inhibitorische Wirkung verschiedener Substanzen besser vergli-
chen werden. Novobiocin wurde hier u¨ber einen sehr weiten Konzentrationsbereich von
100 nM bis 1 mM variiert. Bei der oberen Konzentration wurden bereits fast keine Kom-
plexe mehr registriert (s.o.). Diese Substanz steht in Kompetition mit ATP, welches im
Ansatz in einer Konzentration 500 µM vorhanden war. m-AMSA wurde in Konzentra-
tionen von 0,5 bis 12 µM eingesetzt. Wesentlich ho¨here Konzentrationen von m-AMSA
konnten wegen Aggregatbildung nicht verwendet werden.
In Abb. 47 ist deutlich zu erkennen, dass fu¨r beide Substanzen eine unterschiedliche
Abha¨ngigkeit zwischen der Inhibitorkonzentration und dem Anteil der Komplexe besteht.
Aus den Auftragungen kann jeweils auch diejenige Inhibitorkonzentration entnommen
werden, die zu 50 % Inhibition fu¨hrt. Dieser Wert wird als IC50 Wert bezeichnet, und ist
ein Maß fu¨r Inhibitorsta¨rke – je niedriger IC50, desto potenter inhibiert die Substanz.
Im Fall von m-AMSA na¨hert sich fu¨r hohe Inhibitor-Konzentrationen der maximal er-
reichbare Komplexanteil an einen Wert von 66 % an. Dieses Ergebnis steht in guter U¨ber-
einstimmung mit in der Literatur beschrieben Daten [33]. Ohne Inhibitor liegt der Anteil
an Intermediaten bei 15 %. Diese Substanz kann wegen der zunehmenden Komplexbil-
dung eindeutig als Topoisomerase-Gift klassifiziert werden. Die halbmaximale Inhibition
liegt bei 40,5 % vor. Dieser Komplexanteil wird bei einer m-AMSA-Konzentration von
1,25 µM erreicht, was dem IC50 Wert fu¨r m-AMSA entspricht.
Ein antagonistisches Verhalten zeigt Novobiocin. Durch die Abnahme der Komplexbil-
dung wird besta¨tigt, dass Novobiocin ein katalytischer Inhibitor ist. Der Signalbereich
fu¨r die Berechnung des IC50 Wertes liegt hier zwischen 15 % Komplex (kein Inhibitor)
und 0 % Komplex (volle Inhibition), weswegen 50 % Inhibition einem Komplexanteil von
7,5 % entsprechen. Der IC50 Wert fu¨r Novobiocin kann damit aus der Auftragung zu etwa
62 µM bestimmt werden.
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8 Ergebniszusammenfassung, Diskussion
und Ausblick
Gegenstand des Projektes A FLP-Rekombinase waren grundlegende Arbeiten zurVer-
a¨nderung der Substratspezifita¨t dieses DNA-modifizierenden Enzyms. Wie in der
Einleitung des Projektes A dargestellt (S. 57), bieten DNA-Rekombinasen mit neuen,
gezielt einstellbaren Spezifita¨ten ein extrem großes Anwendungspotenzial in der mole-
kularbiologischen und genetischen Forschung sowie in der Gentherapie. Basis fu¨r die
Experimente zur Adaption von FLP an neue Erkennungssequenzen war die evoluti-
ve Biotechnologie, welche die natu¨rlichen Prinzipien der Evolution auf biochemische
und biotechnologische Prozesse anwendet. Zentraler Punkt innerhalb von Evolutionsex-
perimenten ist die Selektion von vera¨nderten Varianten. Dementsprechend bestand ein
Schwerpunkt des FLP-Projektes in der Etablierung eines in vitro Systems zur Selektion
von FLP-Varianten durch Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung. Zweiter Schwerpunkt war
die Assay-Entwicklung fu¨r eine Selektion durch Screening. Als Einzelmoleku¨l-sensitive
Detektionsmethode wurde Zweifarben-FCS verwendet.
Das Projekt B Topoisomerase II bescha¨ftigte sich ebenfalls mit der Assayentwicklung
fu¨r die Zweifarben-FCS, jedoch vor einem etwas anderen Hintergrund. Wegen der großen
pharmakologischen Bedeutung von Topoisomerase-Inhibitoren in der Tumorbeka¨mp-
fung wurde hier der Aufbau eines System zur schnellen Identifizierung und Charakteri-
sierung neuer inhibierender Substanzen realisiert. Die Verfu¨gbarkeit eines solchen Assays
ist essentiell wichtig fu¨r den Einsatz von Zweifarben-FCS als Screening-Methode.
8.1 Assay-Entwicklung fu¨r FLP-Rekombinase –
Basis fu¨r Selektion durch Screening
8.1.1 FLP und Zweifarben-FCS
Die Kreuzkorrelationsanalyse verleiht der Zweifarben-FCS die Fa¨higkeit, doppelt fluo-
reszenzmarkierte Moleku¨le vor einem Hintergrund einfarbig markierter Spezies isoliert
zu beobachten. Durch diese Mo¨glichkeit, eine Zusammenlagerung bzw. Trennung zweier
unterschiedlicher Label direkt in Lo¨sung zu messen, ergibt sich ein sehr großes Potenzial,
molekulare Interaktionen zu studieren.
Zentrale Fragestellungen fu¨r den Einsatz von Zweifarben-FCS als Screening-Technologie
zur Selektion von FLP waren hier: Ist es mo¨glich, ein auf Kreuzkorrelation basierendes,
sensitives Assay fu¨r die DNA-Rekombination durch FLP zu realisieren? Wenn ja, wie
muss es aussehen, und welche Mo¨glichkeiten der inter - und intramolekularen A¨nderung
von Farbstoffkombinationen gibt es? Sind solche Konzepte experimentell durchfu¨hrbar?
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Vorausetzung fu¨r Messungen durch Zweifarben-FCS ist die Markierung mit zwei spektral
unterschiedlichen Fluorophoren. Durch die Positionierung der Farbstoffe an der DNA, al-
so am Substrat der Rekombinationsreaktion, ergeben sich mehrere Vorteile. Zum einen ist
das Substrat natu¨rlich dasjenige Moleku¨l, welches im Laufe der Reaktion vera¨ndert wird,
und A¨nderungen in Fluorophorkombinationen sind Basis fu¨r die Kreuzkorrelationsana-
lyse. Zum zweiten ist die Markierung der DNA mit geeigneten Fluorophoren sehr leicht
durchfu¨hrbar, da gelabelte Oligonukleotide kommerziell in guter Qualita¨t verfu¨gbar sind.
Fu¨r die Position der Marker ergeben sich je nachdem, welche Reaktion geplant ist, prinzi-
piell verschiedene Mo¨glichkeiten (vgl. Tab. 9-11 und Abb. 19, S. 69ff.). Zuna¨chst wurden
geeignete Methoden zur Herstellung der verschiedenen Substrate konzipiert (Abb. 20
und 21). Durch Hybridisierung oder PCR konnten Substrate fu¨r alle vorgeschlagenen
Messprinzipien generiert werden. Die FRT-sites dieser Substrate ko¨nnen sehr einfach
durch Verwendung anderer Oligonukleotide ausgetauscht werden. Das fu¨r die Messun-
gen beno¨tigte FLP-Protein konnte im Rahmen dieser Arbeit exprimiert und pra¨pariert
werden. Die durchgefu¨hrte Codon-Optimierung des gesamten FLP-Gens erbrachte die
erforderliche Steigerung der Expressionseffizienz in E.coli.
Ein weiterer Aspekt, der fu¨r die erfolgreiche Umsetzung eines Kreuzkorrelationsassay fu¨r
FLP beru¨cksichtigt werden muss, ist die in der Literatur beschriebene FLP-Eigenschaft,
nach Substratbindung kaum mehr von der DNA zu dissoziieren [35, 116]. Der Verdau
mit Proteinase K war hierbei erfolgreich, denn so konnte die zur Detektion erforderliche,
unabha¨ngige Diffusion der Rekombinationsprodukte erreicht werden.
Von den vorgestellten Messprinzipien erwies sich besonders der intramolekulare Ansatz
als gut geeignet fu¨r die Messung von FLP katalysierter DNA-Rekombination durch Kreuz-
korrelationsanalyse. Die Reaktion ist hervorragend quantifizierbar. Es konnte ein u¨ber
weite Bereiche linearer Zusammenhang zwischen der FLP-Konzentration und Menge der
Produkte gefunden werden (Abb. 22 S. 76). Eine weitere U¨berpru¨fung durch die Ana-
lyse der Diffusionszeiten τD verifizierte die unterschiedlichen Massen der beiden Produkte.
Als Na¨chstes erfolgte die Etablierung eines Zweifarben-FCS Assays fu¨r intermolekulare
Rekombination, wie sie mit 2.732 bp langen Edukten als Aktivita¨tstest fu¨r die pra¨parier-
ten FLP-Charge gelelektrophoretisch gezeigt werden konnte. Die fu¨r die Kreuzkorrelati-
onsanalyse zuna¨chst verwendeten kurzen Substrate (46 und 104 bp) ergaben eine Bindung
der FLP an die DNA, aber keine Rekombination. Fu¨r la¨ngere Substrate (343 bp) konnte
die Bildung von Holliday-Strukturen in Abha¨ngigkeit der FLP-Konzentration beobach-
tet werden (Abb. 24, S. 81). Eine intermolekularer Umsatz fand jedoch auch hier nicht
statt. Es ist also fu¨r die hier verwendeten nanomolaren Konzentrationen eine Abha¨ngig-
keit der intermolekularen Rekombination von der La¨nge der DNA festzustellen. Es ist
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aber davon auszugehen, dass die intermolekulare Reaktion bei Verwendung genu¨gend
langer (2.732 bp, s.o.) Substrate auch in der Zweifarben-FCS funktioniert. Fu¨r die mit
der entwickelten PCR-Methode mo¨gliche Generierung solch langer zweifarbig markierter
Substrate ist zu beachten, dass die Fluorophore nicht endsta¨ndig positioniert sein sollten,
wie durch Vorversuche festgestellt werden konnte (Abb. 25, S. 82).
Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass im Rahmen dieser Arbeit ein neues in vitro
Assay zur Messung von FLP-Rekombinationsaktivita¨t erfolgreich aufgebaut werden konn-
te. Das System basiert auf Zweifarben-FCS und bietet alle damit verbundenen Vorteile
wie Sensitivita¨t, geringen Probenverbrauch und Geschwindigkeit. Die Kombination die-
ser FCS-Methode mit dem hier entwickelten Assay kann somit als Basis fu¨r die Selektion
vera¨nderter FLP-Varianten zum Ziel der Vera¨nderung der Substratspezifita¨t angesehen
werden.
8.1.2 FLP und FRET
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) kann zur Bestimmung von Absta¨nden
zweier Fluorophore benutzt werden. Hier wurde untersucht, in wieweit dadurch die Mes-
sung von DNA-Rekombination erfolgen kann. Folgende wichtige Punkte sind dabei zu
kla¨ren: Welches Donor-Akzeptor-Paar ist geeignet, und wo sollten die Farbstoffe positio-
niert werden? Beeinflusst die Anwesenheit der Fluorophore die Reaktion?
Als Donor-Akzeptor-Paar sind Tetramethylrhodamin (TAMRA) und Cy5 gut geeignet,
da eine gute spektrale U¨berlappung gewa¨hrleistet ist. Auch die Markierung der DNA-
Substrate ist unproblematisch. Fu¨r die Positionierung der Marker innerhalb der FRT-site
wurde hier die core-Region ausgewa¨hlt welche nicht von FLP bedeckt wird [41]. Damit
hat diese Stelle einen wesentlichen Vorteil gegenu¨ber einer Modifizierung innerhalb der
FLP-Bindungsregion (13 bp inverted repeats, Abb. 10a), die mit Sicherheit die Reaktion
behindern wu¨rde. Eine Markierung außerhalb der FLP-Bindungsstellen kommt ebenfalls
nicht in Frage, da dabei die Absta¨nde zu groß fu¨r FRET-Messungen wa¨ren.
Das Edukt fu¨r intramolekulare Rekombination konnte durch PCR hergestellt werden und
fu¨hrt sowohl bei der Entstehung von Holliday-Strukturen, als auch im Produkt zu einem
starken Energietransfer durch die Anna¨herung der Fluorophore (Abb. 26, S. 84). Im Expe-
riment konnte der Anstieg des Energietransfers in Abha¨ngigkeit der FLP-Konzentration
gut beobachtet werden (Abb. 27, S. 86). Dieser Effekt beruhte allein auf der Ausbildung
von FLP-DNA-Komplexen (Holliday-Strukturen), die Bildung von Rekombinationspro-
dukten fand nicht statt, wie durch Proteinase K Verdau gezeigt werden konnte.
Damit la¨sst sich zusammenfassen, dass FRET zur Messung von FLP-katalysierter Re-
kombination nur bedingt geeignet ist. Die Beobachtung von Holliday-Strukturen ist sehr
gut mo¨glich, jedoch scheinen die Fluorophore die Rekombination sterisch zu behindern.
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Da es hier prinzipiell keine bessere Positionierungsmo¨glichkeit gibt, bietet Zweifarben-
FCS gegenu¨ber FRET deutliche Vorteile. Fu¨r Kreuzkorrelation kann der Abstand der
Fluorophore deutlich gro¨ßer sein und damit so gewa¨hlt werden, dass diese nicht sto¨ren.
8.2 FLP in Emulsionen: Selektion durch Genotyp-Pha¨notyp-
Kopplung
Der erste Teil des FLP-Projektes bescha¨ftigte sich mit Assayentwicklung fu¨r eine FLP-
Selektion durch Screening. Im hier beschriebenen zweiten Teil ging es um den Aufbau ei-
nes evolutiven Prozesses zur Vera¨nderung von FLP, welcher die Selektion durch Genotyp-
Pha¨notyp-Kopplung beinhaltete (Abb. 28, S. 89). Die einzelnen Komponenten Komparti-
mentierung, Expression und Selektion wurden zuna¨chst getrennt entwickelt und getestet,
bevor das Gesamtsystem u¨berpru¨ft wurde.
8.2.1 Kompartimentierung: Emulsionen
Fu¨r Evolutionsexperimente, muss die eindeutige Zuordnung von Funktion und Informa-
tion durch ra¨umliche Trennung gewa¨hrleistet werden. Das in dieser Arbeit eingesetz-
te Kompartimentierungskonzept beruht auf Wasser-in-O¨l-Emulsionen, in denen die O¨l-
Phase eine Barriere zwischen den einzelnen wa¨ssrigen Reaktionsra¨umen darstellt. Als
zwei Hauptkriterien sind einerseits die Go¨ßenverteilung der Tro¨pfchen und andererseits
die biokompatible Herstellungsmethode zu beurteilen.
Die Experimente umfassten zwei unterschiedliche Emulsionssysteme (Tab. 14, S. 92). Mit
dem Mineralo¨l-System konnte eine mittlere Tro¨pfchen-Gro¨ße von 2 µm bei ausreichend
schmaler Gro¨ßenverteilung erreicht werden (Abb. 32, S. 95). Die Extraktion von einge-
brachter DNA war ohne Verluste oder Degradierung mo¨glich (Abb. 34, S. 97). Hingegen
erbrachte eine Emulgation durch Ultraschall im Isoparaffin-System eine Fragmentierung
von DNA mit sich, was die Einsatzmo¨glichkeiten dieses Systems fu¨r evolutive Zwecke
stark verringert.
Insgesamt bleibt festzuhalten, dass die Kompartimentierung durch Wasser-in-O¨l-Emulsio-
nen als wichtige Technik fu¨r zellfreie Selektionsstrategien gilt. Mit dem Mineralo¨l-System
konnte dazu eine verla¨ssliche Methode etabliert werden.
8.2.2 Expression: in vitro Translation
Die zellfreie Translation ist der Schlu¨ssel fu¨r die in vitro Selektion von Proteinen. Durch
Pra¨paration eines Ribosomenextraktes aus E.coli konnte hier in Kombination mit T7-
RNA-Polymerase und dem entsprechenden Promotor ein aktives System zur gekoppelten
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in vitro Transkription/Translations gewonnen werden. Zur Bestimmung der Transkrip-
tionseffizienz wurde ein molecular beacon eingesetzt (Abb. 35, S. 98). Damit konnte die
Bildung von mRNA sowohl in Lo¨sung, als auch in Emulsionen beobachtet werden.
Die Quantifizierung der gesamten Experessionseffizienz des System erfolgte u¨ber das gru¨n-
fluoreszierende Protein (GFP). Damit konnte gezeigt werden, dass bei PCR-Produkten
als lineare Templates – und um die geht es in diesem System – etwa acht Proteinmo-
leku¨le pro DNA-Moleku¨l gebildet werden. Bei der U¨bertragung dieses Wertes fu¨r die
FLP-Expression kann davon ausgegangen werden, dass die codon-Optimierung und der
bessere Nuklease-Schutz des linearen FLP-Templates durch Phosphorothioate die nied ri-
gere Expressionstemperatur von 30˚C kompensieren. Insgesamt ist die Effizienz fu¨r in
vitro Evolutionsexperimente als vollkommen ausreichend zu bewerten, da ohnehin nur
wenige Proteinmoleku¨le pro Kompartiment beno¨tigt werden.
Ein besonders wichtiger Punkt ist die Biokompatibilita¨t von Emulsion und in vitro-
Expression. Es konnte sowohl fluorimetrisch als auch durch bildgebende Verfahren gezeigt
werden, dass die zellfreie Translation in den Kompartimenten der Emulsion mo¨glich ist
und ausreichende Effizienz besitzt.
8.2.3 Selektion/Amplifikation: Genotyp-Pha¨notyp-Kopplung
Die hier entwickelte Selektionsstrategie fu¨r die Unterscheidung von – fu¨r eine gege-
bene FRT-site – aktiven von inaktiven FLP-Varianten beruht auf Genotyp-Pha¨notyp-
Kopplung (Abb. 29, S. 90). So entstehen nur in Kompartimenten mit aktiven FLP-
Moleku¨len zirkula¨re Rekombinationsprodukte, die fu¨r die Amplifikation durch PCR die-
nen. Zu bewerten ist hierbei, ob die Detektions-PCR ausreichend sensitiv ist und keine
falsch-positiven Ergebnisse liefert.
Die erste experimentelle U¨berpru¨fung dieses Konzeptes wurde durch Zugabe von FLP-
Protein vorgenommen. Bei einer Konzentration von 400 pM fand die intramolekulare
Reaktion statt, und die zirkula¨ren Rekombinationsprodukte konnten erfolgreich amplifi-
ziert werden. Eine Verdu¨nnungsreihe ergab Sensitivita¨ten, wie sie fu¨r PCR-Reaktionen
u¨blich sind (Abb. 40, S. 103). Nur zirkularisierte DNA wurde tatsa¨chlich versta¨rkt, li-
neares Edukt ergab kein PCR-Produkt. Damit konnten keine falsch-positiven Ergebnisse
registriert werden.
8.2.4 Das Gesamtsystem
Nachdem mit dem S30-Extrakt und der Wasser-in-O¨l Emulsion verla¨ssliche Systeme zur
zellfreien Translation und Kompartimentierung zur Verfu¨gung standen, wurde das Ex-
periment als Gesamtsystem mit in vitro exprimiertem FLP wiederholt. Durch Einsatz
von FLP-Y343S als
”
negative Variante“ und wtFLP als
”
positive Variante“ konnte eine
Unterscheidung sowohl in Lo¨sung, als auch in Emulsion nachgewiesen werden (Abb. 41,
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S. 104). Selbst die niedrige Template-Konzentration von 400 pM reichte aus, um genu¨gend
FLP fu¨r die Rekombination zu erzeugen. Es ist also sicher gestellt, dass das System mit
einem Template pro Kompartiment auskommt.
Es ist festzuhalten, dass sich die einzelnen Komponenten zu einem funktionierenden Kom-
plettsystem erga¨nzen, welches ausreichende Expressionseffizienz und Detektionssensiti-
vita¨t aufweist. Damit ergibt sich ein durchga¨ngiger in vitro Prozess, der eine wesentliche
Basis fu¨r die Vera¨nderung der FLP-Rekombinase darstellt.
8.3 Topoisomerase II: Etablierung eines Zweifarben-FCS Assays
zur Entdeckung und Klassifizierung neuer Inhibitoren
Innerhalb dieser Arbeit wurde die Entwicklung eines Zweifarben-FCS basierenden Assays
zur Auffindung von neuen Topoisomerase II Inhibitoren erfolgreich abgeschlossen. Topo-
isomerase II stellt ein zentrales Ziel fu¨r die Therapie von Tumoren dar [117]. Es ist daher
von besonderer Wichtigkeit, neue Substanzen identifizieren zu ko¨nnen, die fu¨r eine besse-
re Behandlung von Krebs verwendet werden ko¨nnen. Mit dem hier aufgebauten System
unter Einsatz der Zweifarben-FCS ist ein Schritt in diese Richtung gelungen.
Das entwickelte Assay macht sich einen im katalytischen Zyklus durch die Topoisomerase
II intermedia¨r eingefu¨hrten Doppelstrangbruch zunutze, der nach Proteinase K Verdau
der Topoisomerase zu einer Trennung der unterschiedlichen, an der DNA sitzenden Fluo-
rophore fu¨hrt. Je nach Inhibitor werden Strangbru¨che vermieden oder akkumuliert. Auf
diese Weise kann die Art des Inhibitors u¨ber die zu oder abnehmende Kreuzkorrelations-
amplitude G(0) bestimmt werden. Mit dem bekannten katalytischen Inhibitor Novobiocin
und dem Topoisomerase-Gift m-AMSA konnte das Prinzip dieses System experimentell
belegt werden (Abb. 46, S. 112). Ohne Inhibitor lagen etwa 15 % Komplexe vor. Dieser
Anteil stieg auf u¨ber 65 % unter Anwesenheit von m-AMSA. Novobiocin hingegen fu¨hrte
zu einer Absenkung auf Null.
Die dann vorgenommene Untersuchung zur Konzentrationsabha¨ngigkeit zeigt, dass das
Assay nicht nur qualitativ die beiden Inhibitorklassen zu unterscheiden vermag. Auch die
Quantifizierung und Bestimmung der IC50 Werte der einzelnen Topoisomerase II Inhibi-
toren ist ohne weiteres durchfu¨hrbar(Abb. 47, S. 114).
8.4 Ausblick
Die im Rahmen des FLP-Projektes durchgefu¨hrten Experimente zur Assayentwicklung
(erster Teil des Projektes) fu¨r die Zweifarben-FCS sind weitestgehend abgeschlossen. Mit
diesem Assay ko¨nnen nun Auswirkungen von Mutationen im FLP-Protein bzw. in der
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FRT-site studiert und untereinander verglichen werden. Das im zweiten Teil des Pro-
jektes aufgebaute in vitro Selektionssystem konnte in seinen Prinzipien experimentell
besta¨tigt werden. Nach einigen weiteren Experimenten zur Charakterisierung der Selek-
tionsleistung (vgl. Abschnitt 6.6.5, S. 105) steht dieses System zur Verfu¨gung, um die
FLP-Rekombinase evolutiv auf eine andere Erkennungssequenz (FRT-site) hin zu trim-
men. Die Vorgehensweise dazu wird eine schrittweise Vera¨nderung der FRT-site u¨ber
mehrere evolutive Runden beinhalten.
Das hier fu¨r die FLP-Rekombinase konzipierte System ist durch den modularen Aufbau
leicht auch auf die evolutive Vera¨nderung anderer site-spezifischer Rekombinasen u¨bert-
ragbar. Dazu wa¨ren im Prinzip nur einige Oligonukleotide auszutauschen. Dies gilt sowohl
fu¨r das Zweifarben-FCS Assay als auch fu¨r das Gesamtsystem zur in vitro Selektion.
Die Entwicklung des Topoisomerase II Inhibitionsassays wurde erfolgreich abgeschlos-
sen. Weiterfu¨hrende Experimente zur Ermittlung der Mindest-Inkubationszeiten und da-
mit Reduktion von Messzeiten sind mo¨glich. Im na¨chsten Schritt kann dieses System
zur Identifizierung neuer Inhibitoren dienen. Eine Bibliothek von mo¨glichen Substanzen,
wie sie z.B. durch kombinatorische Chemie erzeugt werden ko¨nnen, ist Voraussetzung
fu¨r diesen Schritt. Die hier verwendete Topoisomerase II aus T4 Phagen gilt als Modell
fu¨r Typ II DNA Topoisomerasen aus Sa¨ugetierorganismen [65, 66]. Damit besteht auch
hier eine U¨bertragbarkeit auf andere Enzyme, und das entwickelte System sollte ohne
Schwierigkeiten mit humanen Topoisomerasen durchfu¨hrbar sein.
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Abku¨rzungsverzeichnis
Amp Ampicillin
APD avalanche-photo-diode
BSA Rinderserumalbumin
CCD charged-coupled-devices
cP centi-Poise; 1 cP = 10−3 kg
m·s
CPG controlled-pore-glass
FLP “flip“ Rekombinase aus Hefe
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
FRT FLP-recognition-target
HFT Hauptfarbteiler (Dichroit)
IPTG Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranosid
Kan Kanamycin
NFT Nebenfarbteiler (Dichroit)
Nonidet P-40 non-ionic-detergent
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PB/E-PEO Poly-butylen/ethylen-Polyethylenoxyd-Block-Copolymer
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PSI pounds per square inch; 1 psi = 6894,757 Pascal ( kg
m·s2 )
RG rhodamine green
RPM rounds per minute
RT Raumtemperatur
TAMRA Tetramethylrhodamin
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin
Tween80 Polyoxyethylenesorbitan-Monooleate
wt Wildtyp
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Sequenzen
Alle DNA-Sequenzen sind in 5’ → 3’ Richtung angegeben.
codon-optimierte Sequenz der FLP-Rekombinase
0001 ATG CCG CAG TTC GAC ATC CTG TGC AAA ACC CCG CCG AAA GTT 0042
0001 Met Pro Gln Phe Asp Ile Leu Cys Lys Thr Pro Pro Lys Val 0014
0043 CTG GTT CGT CAG TTC GTT GAA CGT TTC GAA CGT CCG TCC GGT 0084
0015 Leu Val Arg Gln Phe Val Glu Arg Phe Glu Arg Pro Ser Gly 0028
0085 GAA AAA ATC GCT CTG TGC GCT GCT GAA CTG ACC TAC CTG TGC 0126
0029 Glu Lys Ile Ala Leu Cys Ala Ala Glu Leu Thr Tyr Leu Cys 0042
0127 TGG ATG ATC ACC CAC AAC GGT ACC GCT ATC AAA CGT GCT ACC 0168
0043 Trp Met Ile Thr His Asn Gly Thr Ala Ile Lys Arg Ala Thr 0056
0169 TTC ATG TCC TAC AAC ACC ATC ATC TCC AAC TCC CTG TCC CTG 0210
0057 Phe Met Ser Tyr Asn Thr Ile Ile Ser Asn Ser Leu Ser Leu 0070
0211 GAC ATC GTT AAC AAA TCC CTG CAG TTC AAA TAC AAA ACC CAG 0252
0071 Asp Ile Val Asn Lys Ser Leu Gln Phe Lys Tyr Lys Thr Gln 0084
0253 AAA GCT ACC ATC CTG GAA GCT TCC CTG AAA AAA CTG ATC CCG 0294
0085 Lys Ala Thr Ile Leu Glu Ala Ser Leu Lys Lys Leu Ile Pro 0098
0295 GCT TGG GAA TTC ACC ATC ATC CCG TAC TAC GGT CAG AAA CAC 0336
0099 Ala Trp Glu Phe Thr Ile Ile Pro Tyr Tyr Gly Gln Lys His 0112
0337 CAG TCC GAC ATC ACC GAC ATC GTT TCC TCC CTG CAG CTG CAG 0378
0113 Gln Ser Asp Ile Thr Asp Ile Val Ser Ser Leu Gln Leu Gln 0126
0379 TTC GAA TCC TCC GAA GAA GCT GAC AAA GGT AAC TCC CAC TCC 0420
0127 Phe Glu Ser Ser Glu Glu Ala Asp Lys Gly Asn Ser His Ser 0140
136
0421 AAA AAA ATG CTG AAA GCT CTG CTG TCC GAA GGT GAA TCC ATC 0462
0141 Lys Lys Met Leu Lys Ala Leu Leu Ser Glu Gly Glu Ser Ile 0154
0463 TGG GAA ATC ACC GAA AAA ATC CTG AAC TCC TTC GAA TAC ACC 0504
0155 Trp Glu Ile Thr Glu Lys Ile Leu Asn Ser Phe Glu Tyr Thr 0168
0505 TCC CGT TTC ACC AAA ACC AAA ACC CTG TAC CAG TTC CTG TTC 0546
0169 Ser Arg Phe Thr Lys Thr Lys Thr Leu Tyr Gln Phe Leu Phe 0182
0547 CTG GCT ACC TTC ATC AAC TGC GGT CGT TTC TCC GAC ATC AAA 0588
0183 Leu Ala Thr Phe Ile Asn Cys Gly Arg Phe Ser Asp Ile Lys 0196
0589 AAC GTT GAC CCG AAA TCC TTC AAA CTG GTT CAG AAC AAA TAC 0630
0197 Asn Val Asp Pro Lys Ser Phe Lys Leu Val Gln Asn Lys Tyr 0210
0631 CTG GGT GTT ATC ATC CAG TGC CTG GTT ACC GAA ACC AAA ACC 0672
0211 Leu Gly Val Ile Ile Gln Cys Leu Val Thr Glu Thr Lys Thr 0224
0673 TCC GTT TCC CGT CAC ATC TAC TTC TTC TCC GCT CGT GGT CGT 0714
0225 Ser Val Ser Arg His Ile Tyr Phe Phe Ser Ala Arg Gly Arg 0238
0715 ATC GAC CCG CTG GTT TAC CTG GAC GAA TTC CTG CGT AAC TCC 0756
0239 Ile Asp Pro Leu Val Tyr Leu Asp Glu Phe Leu Arg Asn Ser 0252
0757 GAA CCG GTT CTG AAA CGT GTT AAC CGT ACC GGT AAC TCC TCC 0798
0253 Glu Pro Val Leu Lys Arg Val Asn Arg Thr Gly Asn Ser Ser 0266
0799 TCC AAC AAA CAG GAA TAC CAG CTG CTG AAA GAC AAC CTG GTT 0840
0267 Ser Asn Lys Gln Glu Tyr Gln Leu Leu Lys Asp Asn Leu Val 0280
0841 CGT TCC TAC AAC AAA GCT CTG AAA AAA AAC GCT CCG TAC TCC 0882
0281 Arg Ser Tyr Asn Lys Ala Leu Lys Lys Asn Ala Pro Tyr Ser 0294
0883 ATC TTC GCT ATC AAA AAC GGT CCG AAA TCC CAC ATC GGT CGT 0924
0295 Ile Phe Ala Ile Lys Asn Gly Pro Lys Ser His Ile Gly Arg 0308
0925 CAC CTG ATG ACC TCC TTC CTG TCC ATG AAA GGT CTG ACC GAA 0966
0309 His Leu Met Thr Ser Phe Leu Ser Met Lys Gly Leu Thr Glu 0322
137
0967 CTG ACC AAC GTT GTT GGT AAC TGG TCC GAC AAA CGT GCT TCC 1008
0323 Leu Thr Asn Val Val Gly Asn Trp Ser Asp Lys Arg Ala Ser 0336
1009 GCT GTT GCT CGT ACC ACC TAC ACC CAC CAG ATC ACC GCT ATC 1050
0337 Ala Val Ala Arg Thr Thr Tyr Thr His Gln Ile Thr Ala Ile 0350
1051 CCG GAC CAC TAC TTC GCT CTG GTT TCC CGT TAC TAC GCT TAC 1092
0351 Pro Asp His Tyr Phe Ala Leu Val Ser Arg Tyr Tyr Ala Tyr 0364
1093 GAC CCG ATC TCC AAA GAA ATG ATC GCT CTG AAA GAC GAA ACC 1134
0365 Asp Pro Ile Ser Lys Glu Met Ile Ala Leu Lys Asp Glu Thr 0378
1135 AAC CCG ATC GAA GAA TGG CAG CAC ATC GAA CAG CTG AAA GGT 1176
0379 Asn Pro Ile Glu Glu Trp Gln His Ile Glu Gln Leu Lys Gly 0392
1177 TCC GCT GAA GGT TCC ATC CGT TAC CCG GCT TGG AAC GGT ATC 1218
0393 Ser Ala Glu Gly Ser Ile Arg Tyr Pro Ala Trp Asn Gly Ile 0406
1219 ATC TCC CAG GAA GTT CTG GAC TAC CTG TCC TCC TAC ATC AAC 1260
0407 Ile Ser Gln Glu Val Leu Asp Tyr Leu Ser Ser Tyr Ile Asn 0420
1261 CGT CGT ATC TAA 1272
0421 Arg Arg Ile *** 0424
verwendete Oligonukleotide
up1: CGAACGAGTCTACATATGCCGCAGTTCGACATCCTGTGCAAAAC
up2: CCCGCCGAAAGTTCTGGTTCGTCAGTTCGTTGAACGT
up3: TTCGAACGTCCGTCCGGTGAAAAAATCGCTCTGTGC
up4: GCTGCTGAACTGACCTACCTGTGCTGGATGATCACCCACA
up5: ACGGTACCGCTATCAAACGTGCTACCTTCATGTCCTACAACA
up6: CCATCATCTCCAACTCCCTGTCCCTGGACATCGTTAACAAAT
up7: CCCTGCAGTTCAAATACAAAACCCAGAAAGCTACCATCCTG
up8: GAAGCTTCCCTGAAAAAACTGATCCCGGCTTGGGAATT
up9: CACCATCATCCCGTACTACGGTCAGAAACACCAGTCCGACA
up10: TCACCGACATCGTTTCCTCCCTGCAGCTGCAGTTCG
up11: AATCCTCCGAAGAAGCTGACAAAGGTAACTCCCACTCCAAA
up12: AAAATGCTGAAAGCTCTGCTGTCCGAAGGTGAATCCATCT
up13: GGGAAATCACCGAAAAAATCCTGAACTCCTTCGAATACACCT
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up14: CCCGTTTCACCAAAACCAAAACCCTGTACCAGTTCCTGTT
up15: CCTGGCTACCTTCATCAACTGCGGTCGTTTCTCCGACAT
up16: CAAAAACGTTGACCCGAAATCCTTCAAACTGGTTCAGAACA
up17: AATACCTGGGTGTTATCATCCAGTGCCTGGTTACCGAAACC
up18: AAAACCTCCGTTTCCCGTCACATCTACTTCTTCTCCGCTC
up19: GTGGTCGTATCGACCCGCTGGTTTACCTGGACGAATTCC
up20: TGCGTAACTCCGAACCGGTTCTGAAACGTGTTAACCGTAC
up21: CGGTAACTCCTCCTCCAACAAACAGGAATACCAGCTGCTGA
up22: AAGACAACCTGGTTCGTTCCTACAACAAAGCTCTGAAAAAAAAC
up23: GCTCCGTACTCCATCTTCGCTATCAAAAACGGTCCGAAA
up24: TCCCACATCGGTCGTCACCTGATGACCTCCTTCCTGTCC
up25: ATGAAAGGTCTGACCGAACTGACCAACGTTGTTGGTAACTGG
up26: TCCGACAAACGTGCTTCCGCTGTTGCTCGTACCACCT
up27: ACACCCACCAGATCACCGCTATCCCGGACCACTACTTCG
up27a: CCACCCACCAGATCACCGCTATCCCGGACCACTACTTCG
up28: CTCTGGTTTCCCGTTACTACGCTTACGACCCGATCTCCAAAG
up29: AAATGATCGCTCTGAAAGACGAAACCAACCCGATCGAAGA
up30: ATGGCAGCACATCGAACAGCTGAAAGGTTCCGCTGAAG
up31: GTTCCATCCGTTACCCGGCTTGGAACGGTATCATCTCCC
up32: AGGAAGTTCTGGACTACCTGTCCTCCTACATCAACCGTCGTATCTA
low1: CCAGAACTTTCGGCGGGGTTTTGCACAGGATGTCGAA
low2: CGGACGGACGTTCGAAACGTTCAACGAACTGACGAA
low3: CAGGTAGGTCAGTTCAGCAGCGCACAGAGCGATTTTTTCAC
low4: CGTTTGATAGCGGTACCGTTGTGGGTGATCATCCAGCA
low5: ACAGGGAGTTGGAGATGATGGTGTTGTAGGACATGAAGGTAGCA
low6: TTTTGTATTTGAACTGCAGGGATTTGTTAACGATGTCCAGGG
low7: CAGTTTTTTCAGGGAAGCTTCCAGGATGGTAGCTTTCTGGG
low8: CGTAGTACGGGATGATGGTGAATTCCCAAGCCGGGAT
low9: GAGGAAACGATGTCGGTGATGTCGGACTGGTGTTTCTGAC
low10: GTCAGCTTCTTCGGAGGATTCGAACTGCAGCTGCAGG
low11: CAGCAGAGCTTTCAGCATTTTTTTGGAGTGGGAGTTACCTTT
low12: GATTTTTTCGGTGATTTCCCAGATGGATTCACCTTCGGA
low13: TGGTTTTGGTGAAACGGGAGGTGTATTCGAAGGAGTTCAG
low14: CAGTTGATGAAGGTAGCCAGGAACAGGAACTGGTACAGGGTTT
low15: TTTCGGGTCAACGTTTTTGATGTCGGAGAAACGACCG
low16: TGGATGATAACACCCAGGTATTTGTTCTGAACCAGTTTGAAGGA
low17: ACGGGAAACGGAGGTTTTGGTTTCGGTAACCAGGCAC
low18: GCGGGTCGATACGACCACGAGCGGAGAAGAAGTAGATGTG
low19: CGGTTCGGAGTTACGCAGGAATTCGTCCAGGTAAACCA
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low20: TGTTGGAGGAGGAGTTACCGGTACGGTTAACACGTTTCAGAAC
low21: AGGAACGAACCAGGTTGTCTTTCAGCAGCTGGTATTCCTGTT
low22: CGAAGATGGAGTACGGAGCGTTTTTTTTCAGAGCTTTGTTGT
low23: GTGACGACCGATGTGGGATTTCGGACCGTTTTTGATAG
low24: CAGTTCGGTCAGACCTTTCATGGACAGGAAGGAGGTCATCAG
low25: GGAAGCACGTTTGTCGGACCAGTTACCAACAACGTTGGT
low26: CGGTGATCTGGTGGGTGTAGGTGGTACGAGCAACAGC
low26a: CGGTGATCTGGTGGGTGGAGGTGGTACGAGCAACAGC
low27: CGTAGTAACGGGAAACCAGAGCGAAGTAGTGGTCCGGGATAG
low28: CGTCTTTCAGAGCGATCATTTCTTTGGAGATCGGGTCGTAAG
low29: CTGTTCGATGTGCTGCCATTCTTCGATCGGGTTGGTTT
low30: CCGGGTAACGGATGGAACCTTCAGCGGAACCTTTCAG
low31: GGACAGGTAGTCCAGAACTTCCTGGGAGATGATACCGTTCCAAG
low32: AACGAGGATCCTTAGATACGACGGTTGATGTAGGA
KF-FLP-BamHI: GTGGATCCATGCCGCAGTTCGACATCCTG
KR-FLP-SalI: GTGTCGACGATACGACGGTTGATGTAGGAG
FLPSub2F: TTCGAAGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCCATATG
(auch 5’-rhodamine green markiert)
FLPSub2R: CATATGGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCTTCGAA
(auch 5’-Cy5 markiert)
TOPO-up: GATCCAAGCTAAAGTTATATAACTTTATTCAAGGTCGA
(auch 5’-rhodamine green markiert)
TOPO-low: TCGACCTTGAATAAAGTTATATAACTTTAGCTTGGATC
(auch 5’-Cy5 markiert)
molecular beacon: Cy5-GCGACGTTCATCCATGCCATGTCGC-Dabcyl
QBI63F: AGCAGCCAACTCAGCTTCC
QBI63R: CCGGCGTAGAGGATCGAG
Ev3FLP-1 ATGCCGGCCAGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGG
(auch 5’-Cy5 markiert, 5’-rhodamine green markiert bzw. intern an Pos. 26 Cy5 markiert)
Ev3FLP2 TGCCGGTACTGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCC
(auch intern an Pos. 50 rhodamine green markiert bzw. intern an Pos. 28 TAMRA markiert)
Ev3FLP-3 GGATATCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAGC
(auch 5’-Cy5 bzw. rhodamine green markiert)
Ev4FLP1: GGGTTTTTTGCTGAAAGGAG
Ev4FLP2: CAAAAAACCCCTCAAGACCC
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